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El consumo de hojas de coca ya sea empleado para mascar como 
para tomar infusiones de té de coca constituye en Argentina y en otros 
países de Latinoamérica una práctica totalmente aceptada. En Argentina, 
además, una ley Federal legaliza su uso y tenencia si bien no su comer-
cialización y cultivo. Como sabemos las hojas de coca son la materia 
prima para la obtención de la cocaína, droga ilegal de amplia distribución 
en el mundo y cuya producción viene de los países productores latinoa-
mericanos como Colombia, Perú y Bolivia.
El mascar hojas de coca es una práctica milenaria en el mundo an-
dino, es un ritual ancestral en donde las hojas de coca aportan valores 
medicinales y nutritivos al cuerpo, pero más importante la planta de 
coca forma parte de la identidad y cultura de varias naciones sudameri-
canas principalmente en Perú y Bolivia, este último contempla a la plan-
ta de coca en su constitución, así como su uso está protegido por varias 
leyes nacionales.
Mientras los organismos internacionales de control de drogas aún 
debaten si las hojas de coca deben permanecer bajo control, el uso tra-
dicional de la hoja de coca continúa y se ha expandido en países como 
la Argentina, donde su uso se ha extendido a todas las clases sociales. 
Esto ha creado la necesidad, tanto en el ámbito judicial, laboral, como 
en el control de drogas de abuso en los conductores de transportes y aún 
en el doping, de tener que diferenciar si los resultados positivos a cocaí-
na en las muestras de origen biológicos (orina, sangre, pelo, fluido oral, 
por ejemplo) son debidas a una práctica legal como el consumo de hojas 
o a un consumo ilegal de cocaína, penado por la ley.
Este trabajo de investigación trata de aportar desde el laboratorio 
herramientas que nos permitan a través de la búsqueda de marcadores 
hacer esta diferenciación. Se iniciará con la búsqueda e identificación 
estructural de dos alcaloides provenientes de la hoja de coca: higrina y 
cuscohigrina y posteriormente se analizará su utilidad en distintas mues-
tras como la orina, pelo, fluido oral y plasma para dar respuesta al obje-
tivo de diferenciar un consumo legal de otro ilegal.
Para ello se han validado los procedimientos analíticos necesa-
rios para tal determinación en las diferentes muestras biológicas 
estudiadas, utilizando técnicas cromatográficas acopladas a espec-
trometría de masas.
Los resultados obtenidos han podido demostrar que diferenciar 
el consumo legal del ilegal de cocaína es posible, al poder determinar 
algunos compuestos que sirven como marcadores del consumo de 
hoja de coca.
PALABRAS CLAVES: Higrina, Cuscohigrina, alcaloides de la co-
ca, cocaína, mascado de hojas de coca. CG/EM, CL/EM
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Hallazgo de dos metabolitos de la cuscohigrina. (CUS-
M1 y CUS-M2).
La elección de las columnas HILIC (hydrophilic inte-



























































separación de la higrina y cuscohigrina en un LC-
MSMS y LC-QTOF-MS. 
Generalidades de las columnas HILIC. 
Tipo de fases HILIC. 
Mecanismos de interacción de las columnas HILIC. 
Fase móvil, concentración de sales, pH y temperatura: 
cómo afectan en la elución de los analitos. 
El desarrollo de los métodos para la búsqueda de higri-
na y cuscohigrina en pelo y fluido oral empleando cro-
matografía líquida triple Q y columnas HILIC. 
Efecto Matriz 
Generalidades 
Medición del efecto matriz. 




CAPÍTULO 6 -TRABAJOS PRESENTADOS- DIS-
CUSIÓN
Introducción.
Orden de presentación de los trabajos.
Grupo A: Trabajos que muestran el distinto comporta-
miento de la higrina y cuscohigrina con respecto a la 
cocaína en el proceso de obtención ilegal de cocaína a 
partir de las hojas de coca.
Grupo B: Estudios realizados en orina.
Hallazgo de los marcadores de mascado de hojas de 
coca. Higrina y cuscohigrina. Estudio de una población 
de mascadores de hoja de coca del norte argentino, una 











































IV-RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LOS
TRABAJOS PRESENTADOS
35
secuestro o alijos de cocaína.
Primeras investigaciones sobre la estabilidad del testi-
go de cuscohigrina y de los alcaloides higrina y cusco-
higrina en orina.
 El empleo de sustancias alcalinas durante el mascado 
puede modificar el patrón de eliminación de los alca-
loides en orina.
Grupo C: Estudios realizados en pelo.
Estudios del comportamiento de la higrina y cuscohi-
grina en pelo en una población de mascadores de hoja 
de coca (frecuentes y ocasionales) y bebedores de té de 
coca vs una población de consumidores de cocaína de 
Alemania y de un grupo de consumidores de “PACO” 
de Argentina en rehabilitación.
Criterios de discriminación o diferenciación propuestos 
para diferenciar un mascador de consumo frecuente de 
hojas de coca de un consumidor de cocaína a través del 
análisis de pelo.
La utilidad del pelo para diferenciar individuos que 
ocasionalmente mascan hojas de coca o beben té de 
coca vs consumidores de cocaína.
Análisis del pelo de una población de adictos en trata-
miento ambulatorio de la Argentina que fuman pasta 
base o pasta de coca o “PACO”. Utilidad de la anhidro-
ecgonina metil éster (AEME) en los fumadores de PA-
CO en Argentina.
Cambios en la distribución de alcaloides de la coca en 
el pelo de mascadores de hoja de coca frecuentes, por 
el empleo de sustancias alcalinas en el mascado.
Grupo D: Estudios realizados en fluido oral.
Desarrollo de un método para determinar la presencia 
de higrina y cuscohigrina en fluido oral.
Posibilidad de diferenciar a mascadores de hojas de 












































cocaína a través del fluido oral.
Grupo E: Estudios realizados en plasma.
Ventana de detección en plasma y orina de un mascador 
de hojas de coca de cocaína, benzoilecgonina y cusco-
higrina.




Calidad de las publicaciones.
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CONFIGURACION DE LA TESIS.
“La ciencia: cinco por ciento de inspiración,
noventa y cinco por ciento de transpiración.”
Albert Einstein
1.
 Tal vez este sea un capítulo de lectura obligatoria o recomendada 
para quienes estén interesados en el tema de esta tesis, nos ayuda a cla-
rificar su objetivo,  los interrogantes que se fueron abriendo a lo largo 
de la investigación, como así también de  las dificultades y necesidades 
que surgieron.
Cuando se está en la etapa de escribir la tesis en donde se supone se 
ha logrado dar respuesta a alguno/os de los interrogantes que se fueron 
presentando durante la investigación, supongo que se olvida como fue-
ron los momentos iniciales a decidirse a empezar con el estudio, la sen-
sación de desorientación, por dónde empezar, las dificultades que se 
fueron presentando, si valía la pena involucrase en un tema como el de 
esta tesis en que algunos suponían la solución era casi imposible.
Creo importante por eso dedicar un capítulo a cómo está configura-
da esta tesis:
Claramente tendrá dos partes: 
Una primera parte en la que será necesario conocer el blanco de 
nuestros estudios: la planta de coca y su uso ancestral. Es necesario 
poner en contexto la problemática a estudiar con el medio donde se 
produce, sus raíces históricas con el mundo incaico, una planta que ha 
tenido desde la conquista española un debate constante y en los últimos 
50 años ha sufrido continuos intentos de control internacional a través 
de la Comisión de Estupefacientes de Naciones Unidas. Argentina como 
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un país anómalo en el consumo de la hoja de coca y la legislación local 
que permitió su consumo contrariando la Convención de 1961 y las 
consecuencias de la legalización del mascado de la hoja de coca que 
obliga a los laboratorios de toxicología de Argentina a hacer la diferen-
cia entre consumo legal de cocaína vs consumo ilegal lo que ha dado 
origen a esta tesis. A esto sumaremos un recorrido por los aspectos bo-
tánicos y químicos de la planta, necesarios para defender los resultados 
científicos hallados. Esta primera parte estará desarrollada en los capí-
tulos:      
Introducción.
La planta de coca.
La química de la coca.
 
Una segunda parte en la que se presentan los estudios científicos 
destinados a responder los objetivos de esta tesis y los nuevos interro-
gantes que fueron surgiendo, haciendo un repaso sobre las técnicas y 
muestras empleadas y terminando con una discusión y conclusiones 
sobre los resultados alcanzados. Esto se desarrollará en los capítulos:  
Tipo de muestras - Preparación de muestras -Técnicas instru-
mentales. 
Trabajos presentados - Discusión. 
Conclusiones y Propuestas.
 
Empezaremos entonces por explicar:
1-1 ¿Por qué se hace el estudio? 
El hábito de mascar hojas de coca o beber té de coca es una prácti-
ca legal en Argentina y esto presentaba un claro problema en el ámbito 
judicial y en el laboral, digo presentaba porque a estas alturas esperamos 
haber dado respuesta a parte de este agujero que existía en la bibliogra-
fía; como veremos al final, nuevos interrogantes se han abierto. 
Nuestro primer objetivo a dilucidar fue discernir si el resultado po-
sitivo a cocaína en una muestra de orina se debía a una práctica legal o 
a un consumo ilegal, luego se irían sumando nuevas preguntas y proble-
mas de investigación.  
configuración de la tesis
43
Al finalizar esta tesis solo habremos resuelto parcialmente el obje-
tivo inicial, aportado nuevos datos en respuesta a nuevos interrogantes 
que fueron surgiendo durante la investigación y planteado la necesidad 
de profundizar otros estudios como la necesidad de buscar un marcador 
de consumo ilícito de cocaína para diferenciar al que masca hoja de 
coca y además consume cocaína y seguir investigando la utilidad del 
marcador de fumado de cocaína: AEME (anhidro ecgonina metil ester) 
en el caso de los mascadores de hoja de coca entre otros.
1-2 Búsqueda bibliográfica: los primeros pasos fueron dados para 
indagar donde estábamos parados, que se conocía de este tema, qué 
información científica existía sobre la diferenciación del consumo legal 
de cocaína del ilegal. Busqué en las bases de datos tradicionales com-
putarizadas: ScienceDirect, PubMed otros a través de palabras claves o 
key Word, ¿pero qué palabra/s o cuáles serían realmente una llave?, 
ensayé varias: “chewing coca leaves”, “coca leaves”, “coca alkaloids” 
etc., solicité también ayuda a una bibliotecaria profesional, pero no en-
contré ninguna información de trabajos previos que hubieran estudiado 
la manera de diferencia un mascador de hojas de coca de un consumidor 
de cocaína a través de análisis de laboratorio. Consulté también a médi-
cos de empresas multinacionales, publicaciones locales médicas, pero 
nada pudieron aportarme sobre el tema. No quiero caer en la soberbia 
de decir que no había hasta esta tesis nada escrito sobre este tópico, 
porque bucear en el océano de información científica no es fácil y no 
hay receta para hacerlo y no puedo descartar mi falta de experiencia y 
destreza. La búsqueda de bibliografía y la lectura de trabajos científicos 
es una tarea que se inicia con la tesis y termina cuando se entrega, acom-
paña al doctorando en todo su trabajo, podía suponer que algo surgiría 
en algún momento. 
En principio el resultado negativo de la búsqueda bibliográfica no 
parecía extraño si uno tiene en cuenta que no existían muchas motiva-
ciones científicas o judiciales para estudiar el tema. Por un lado, el pro-
blema es claramente regional, (Argentina, Perú y Bolivia) en consecuen-
cia para los países del 1er mundo que son los que tienen una mayor 
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producción científica es un problema inexistente porque tienen prohibi-
do cualquier tipo de consumo de cocaína y, por otro lado, para los países 
sudamericanos en cuestión la convivencia del mascado de hojas de coca 
y el consumo ilegal no resultaba ser un problema judicial ni laboral sino 
hasta hace algunos años. 
Hasta la realización de esta investigación en las cátedras de toxico-
logía de las Universidades de Argentina se enseñaba que no había forma 
de diferenciar ambos tipos de consumo desde el laboratorio.
1-3 ¿Dónde y con quién/es hacer el estudio? Lugar de realización 
de la tesis.
Existía un claro problema a resolver que requería seguir una inves-
tigación científica, así lo exige la Justicia: “Resultados científicamente 
indiscutibles y legalmente defendibles” 
Debía  encontrar un ámbito académico para plantear el problema y 
donde hallar un principio de solución, si bien geográficamente estoy muy 
alejada del resto del mundo, (Patagonia- Argentina), por suerte para mí 
no fue difícil encontrar apoyo en Europa y en España más precisamente 
la Universidad de Santiago de Compostela fue quien primero me brindó 
un lugar de trabajo en el Instituto de Ciencias Forenses (USC), su titular 
la Dra. Ana Bermejo Barrera sería la  tutora y directora de mi tesis, lue-
go tendría apoyo del Instituto de Medicina Legal de la Universidad Ca-
tólica del Sacro Cuore de Roma a cargo de la Dra. Sabina Strano-Rossi 
y finalmente se sumaría de la Universidad de Charite de Berlín  el Dr. 
Fritz Pragst quien sería otro de mis directores de tesis. Mis obligaciones 
profesionales en Argentina no me permitieron ser una doctoranda a tiem-
po completo y parte de mi trabajo estuvo repartido entre Europa y Ar-
gentina.
1-4 ¿Qué buscar? 
La orina fue la primera muestra sobre la que trabajamos. ¿Qué 
teníamos que buscar? Sino sabíamos contestar esta pregunta tampoco 
sabíamos cómo teníamos que extraer y cómo íbamos a identificar. 
Era lógico pensar que una persona que masca hojas de coca ingre-
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saría una mayor cantidad de compuestos químicos que la que consume 
el producto ya extraído como el clorhidrato de cocaína y las orinas de-
berían tener tal vez algún/os compuestos extras que el consumidor de 
cocaína. ¿Pero cuál buscar? De los muchos constituyentes de la hoja de 
coca sacando los alcaloides como cocaína, metilecgonina, no es mucha 
la información científica sobre los perfiles de los otros constituyentes de 
la hoja en muestras biológicas. 
Empezamos haciendo los primeros ensayos con muestras de coque-
ros y de voluntarios que aceptaron mascar hojas de cocas y entregarnos 
sus orinas. Usamos el mismo método de extracción líquido-líquido para 
drogas que empleábamos en el laboratorio y comenzamos a comparar 
nuestras primeras 5 orinas de mascadores con orinas de consumidores 
de cocaína de origen forense o laboral, además de extraer hojas de coca. 
En todas las muestras de orina de coqueros encontrábamos dos 
picos en cromatografía gaseosa-masa que no observábamos en la 
orina de consumidores, pero que si estaban en las hojas de coca ex- 
traídas. ¿Qué compuestos serían? Las bibliotecas comerciales NIST y 
la de Maurer-Pfleger-Muller no resultaron de utilidad, los compuestos 
que mostraban tenían un bajo match de 50 a 60% y variable en el com-
puesto que identificaba. Luego sabríamos que estos dos compuestos no 
estaban contenidos en ninguna de las dos bibliotecas comerciales. 
La bibliografía mencionaba que las hojas de coca contenían cocaína, 
cinamoilcocaína (cis y trans) y metilecgonina que encontrábamos en los 
consumidores de cocaína, pero había otros dos alcaloides higrina y cus-
cohigrina que estaban en cantidades apreciables en la hoja de coca y que 
no eran mencionados ni en las orinas de los consumidores ni en las 
muestras de secuestro o alijos de cocaína. (Gráfico 1-1)
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El análisis de los espectros de masa de los dos picos que encontrá-
bamos en las muestras de orina de coqueros parecía corresponder a estos 
dos alcaloides: higrina y cuscohigrina. 
El siguiente inconveniente con el que nos encontramos fue que nin-
guno de los dos alcaloides higrina y cuscohigrina estaban disponibles 
comercialmente.
No pudimos encontrar en la bibliografía que estos dos alcaloides 
fueran detectados en muestras de orinas de consumidores de cocaína y 
tampoco hallamos que hubieran sido reportados en los análisis de las 
muestras de secuestro o alijo.
¿Sería que no eran informados porque no estaban publicados en 
las dos bibliotecas comerciales de uso más frecuente en los laborato-
rios de toxicología y además porque no existían testigos comerciales?
Decidimos hacer una primera investigación empleando orina de al-
Gráfico 1-1: Concentración de alcaloides en el pecíolo (barra blanca) y en la 
hoja (barra verde) de E. Coca (%). Annals of Botany, 1995. Emanuel L. Johnson. 
5144821162543 Nro de Licencia
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gunos voluntarios que mascaron hojas de coca, orinas de consumidores 
de cocaína de España (20), Italia (5) y Argentina (5)  y analizando mues-
tras de alijo (30).  Los resultados fueron muy prometedores. No fue 
sencillo conseguir la publicación de estos resultados preliminares que 
serían finalmente aceptados por Forensic Science Internacional, costó 
su publicación precisamente por la falta de testigos indubitables de hi-
grina y cuscohigrina, se empleó la hoja de coca como fuente de cusco-
higrina e higrina, el índice de retención de Kovats, y el análisis de los 
espectros de masa para la identificación, pero algunos revisores no lo 
consideraron suficiente porque exigían el uso de testigos indubitables 
por eso fue rechazado por algún Journal.
Las primera publicación y poster:
Hygrine and cuscohygrine as possible markers to distinguish coca chewing 
from cocaine abuse in workplace drug testing- Forensic Science Internacio-
nal—Rubio N.C; Strano-Rossi S.; Tabernero MS; Anzillotti L.; Chiarotti M.; Bermejo 
AM. Forensic Science Internacional 227 (2013) 60-63
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POSTER-Hygrine and cuscohygrine as possible markers to distinguish 
coca chewing from cocaine abuse in workplace drug testing- Congreso Interna-
cional de Toxicología Forense -TIAFT-Hamamatsu-Japòn—junio-2012-Rubio N.C; 
Strano-Rossi S.; Tabernero MS; Anzillotti L.; Chiarotti M.; Bermejo AM.
Seguimos con las preguntas y dificultades- Algunas que debían ser 
respondidas en el laboratorio y otras de la lectura y revisión bibliográ-
fica. 
Necesitábamos los testigos indubitables de higrina y cuscohy-
grina.
Se debió solicitar a las casas comerciales en Italia y Canadá su 
síntesis. La cuscohigrina sería sintetizada en LG-Milán Italia y en To-
ronto Research Chemicals, Inc., (North York, Canada). La higrina nun-
ca pudimos conseguirla como patrón y todos los ensayos se realizaron 
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teniendo en cuenta su identificación a partir de las hojas de coca.
El número de muestras analizadas no era suficiente y provenía 
de voluntarios.
Necesitábamos una población real de mascadores de hojas de 
coca, la zona del noroeste argentino era la ideal y de la provincia de 
Salta provendrían nuestras muestras de orina y pelo.
Y quedaba la sospecha (difícil) pero había que resolverlo si nuestros 
consumidores de cocaína no tendrían también el hábito de mascar 
hojas de coca.
 Debíamos buscar una población fuera de América Latina, 29 
muestras de orina de consumidores de cocaína de España fueron selec-
cionadas para su análisis.
Así publicamos los siguientes trabajos, más sólidos desde el punto 
de vista científico. Los marcadores de mascado hygrina y cuscohygrina 
parecían ser útiles.
Application of hygrine and cuscohygrine as possible markers to distin-
guish coca chewing from cocaine abuse on WDT and forensic cases. Rubio N.C; 
Strano-Rossi S.; Tabernero MS; Gonzalez J.; Anzillotti L.; Chiarotti M.; Bermejo AM. 
Forensic Science Internacional 7523-DOI10.1016/j.forsciint.2014.02.024.
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POSTER-Application of hygrine and cuscohygrine as posible markers to 
distinguish coca chewing from cocaine abuse on WDT and forensic cases. 
Congreso Internacional de Toxicología Forense -TIAFT-Funchal-Madeira-Portugal—
septiembre-2013-Rubio N.C; Strano-Rossi S.; Tabernero MS; Gonzalez J.; Anzillotti 
L.; Chiarotti M.; Bermejo AM.
POSTER PREMIADO-Determinación en orina por UHPLC-MS/MS de 
dos nuevos marcadores para diferenciar el mascador de hojas de coca del 
consumidor de cocaína- TIAFT- 9 no Congreso Regional Latinoamericano – 4 
al 8 de noviembre de 2013- Uruguay-Montevideo- Rubio N.C; Strano-Rossi 
S.; Tabernero MS; Gonzalez J.; Anzillotti L.; Chiarotti M.; Bermejo AM. 
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POSTER-Detection of coca alkaloids in coca leaves and urine samples to 
proof the consumption of natural coca products.  Franziska Krumbiegel, Eric 
Zytowski, Sven Hartwig, Cristina Rubio, Fritz Pragst. XXI. Symposium der GTFCh, 
11 - 13. April 2019 in Mosbach-Baden_Alemania.
1.5 Comportamiento de la higrina y la cuscohigrina en el pro-
ceso de extracción de las hojas de coca para la obtención de clorhi-
drato de cocaína.
Una pregunta que nos hacíamos era ¿en qué etapa de la produc-
ción ilegal de cocaína se perdía la higrina y cuscohigrina? ¿Qué 
protocolo se sigue para obtener cocaína? Era lógico que siendo una 
producción ilegal no encontráramos un protocolo avalado internacional-
mente. Naciones Unidas y Casals y col mencionan una vía alcalina o 
por solvente y otra ácida para la producción de cocaína.
Probamos extraer cocaína de las hojas de coca siguiendo ambos 
procedimientos y midiendo sus componentes en las distintas etapas y 
nuestros resultados fueron publicados en:
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Behavior of hygrine and cuscohygrine in illicit cocaine production esta-
blishes their use as markers for chewing coca leaves in contrast to cocaine 
abuse. Nelida Cristina Rubio, Denise Thurmann, Franziska Krumbiegel and Fritz 
Pragst. Drug Testing and Analysis.  Drug Test. Analysis (2016). (www.drugtestinga-
nalysis.com) DOI 10.1002/dta.1972.
POSTER-Behavior of hygrine and cuscohygrine in illicit cocaine produc-
tion establishes their use as markers for chewing coca leaves in contrast to 
cocaine abuse. Nelida Cristina Rubio, Denise Thurmann, Franziska Krumbiegel and 
Fritz Pragst.TIAFT.Firenza-2015
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POSTER-La eliminación de la higrina y cuscohigrina en las las primeras 
etapas de la producción ilícita de cocaína por el método ácido confirma la 
utilidad de estos marcadores para diferenciar mascadores de hoja de coca de 
consumidores de cocaína. Rubio N.C.; Marquez, C.; Confalonieri A.; Castiglione 
JL. TIAFT- PERU- noviembre 2015.
1.6 Higrina y cuscohigrina en pelo.
Siendo un trabajo de investigación que pretendía dar solución al 
mundo judicial y laboral las lógicas preguntas iban a ser:  
¿La higrina y cuscohigrina se incorporarían al pelo como otras 
drogas?, ¿Se podría a través del pelo establecerse un consumo cró-
nico de hojas de coca?
 Nuevamente necesitábamos una población mascadora de hojas de 
coca , recurrimos a mascadores  del noroeste argentino y una población 
consumidora de cocaína que la obtuvimos de  Alemania. 
Los resultados obtenidos se publicaron y presentaron en:
Possibilities for discrimination between chewing of coca leaves and abu-
se of cocaine by hair analysis including hygrine, cuscohygrine, cinnamoylco-
caine and cocaine metabolite/cocaine ratios. Nelida Cristina Rubio, Martin 
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Hastedt, Jorge Gonzalez and Fritz Pragst- International Journal of Legal Medici-
ne-20 august 2014-DOI 10.1007/s00414-014-1061-
POSTER-Can the use of alkaline substance during chewing coca leaves 
change the distribution of alkaloids of cocaine in hair? TIAFT 52ND Annual 
Meeting of the international Association of Forensic Toxicologists-Buenos Aires 9-13 
noviembre de 2014.
PRESENTACION ORAL Dr. F. Pragst.- Discrimination between chewing of 
coca leaves and abuse of cocaine by hair analysis. Nélida Cristina Rubio, Martin 
Hastedt, Jorge Gonzalez, and Fritz Pragst-  Analytical clinical and forensic toxicolo-
gy meeting- Bordeaux-Francia-11-13 de junio 2014. 
 
1.7 Higrina y cuscohigrina en fluido oral.
¿Cómo se comportarían la higrina y la cuscohigrina en el fluido 
oral?
Este debía ser un dato importante porque siendo una práctica tan 
extendida en Argentina no sería infrecuente hallar resultados positivos 
a cocaína, pero no por consumo sino por mascado o beber té de coca en 
los controles de tránsito. En Argentina hasta el momento de escribirse 
esta tesis no era habitual el uso del fluido oral, nos adelantamos a lo que 
será un problema cercano. 
 Nuestros preliminares resultados se presentaron en: 
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POSTER- Coca alkaloids profile in oral fluid from people chewing coca 
leaves and drinking coca tea. Rubio N.C; Moreda-Piñeiro A.; Bermejo-Barrera P.; 
Bermejo A.M. TIAFT 2018- 26-30 de agosto 2018 en Ghent Bélgica.
Development of a Reliable Method for Assessing Coca Alkaloids in Oral 
Fluid by HPLC–MS-MS. Nelida Cristina Rubio, Pilar Bermejo-Barrera, Ana Maria 




 Perfil de alcaloides de la hoja de coca en el fluido oral de un mascador 
de hoja de coca y un bebedor de té de coca- Estudio preliminar. Rubio N.C.; 
Moreda-Piñeiro A.; Bermejo-Barrera P.; Bermejo A.M. Asociación Toxicológica Ar-
gentina 2019.
 
1.8 Estabilidad de la higrina y cuscohigrina en la orina.
La orina había mostrado ser una matriz útil para establecer que una 
persona ha mascado hojas de coca, en el mundo forense no es infrecuen-
te solicitar una revisión de los resultados a pedido de alguna de las 
partes que intervienen en el proceso judicial, ¿cómo sería entonces la 
estabilidad de la higrina y cuscohigrina en las muestras de orina? 
¿Sería factible pasado algunos años rehacer el análisis en orina con 
resultados similares? 
The probability to detect cocaine, methylecgonine, cinnamoylcocaine, 
hygrine and cuscohygrine in urine samples of coca leaves chewers after six 
years. N.C. Rubio, A. Moreda-Piñeiro, I. Álvarez-Freire, P. Bermejo-Barrera, M.J. 
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Tabernero-Duque, A.M. Bermejo. Microchemical Journal 151 (2019) 104215.
POSTER- The probability to detect cocaine, methylecgonine, cinnamoyl-
cocaine, hygrine and cuscohygrine in urine samples of coca leaves chewers 
after six years. TIAFT. N.C. Rubio, A. Moreda-Piñeiro, I. Álvarez-Freire, P. Berme-
jo-Barrera, M.J. Tabernero-Duque, A.M. Bermejo. Septiembre 2019- Birmingham 
-Inglaterra. 
 
1.9 Comportamiento de la higrina y cuscohigrina en el pelo de 
fumadores de “PACO” de la Argentina y en mascadores de hojas de 
coca y tomadores de té de coca ocasionales. La anhidroecgonina 
metil éster (AEME) un marcador de fumado de cocaína base a con-
siderar en los consumidores de hoja de coca.
En la Argentina el consumo de “Paco” es una práctica de fumado 
de cocaína, se da en las clases en general de bajos recursos económicos 
y es pasta de coca o coca base, un paso previo a la producción del clor-
hidrato de cocaína. ¿La higrina y cuscohigrina serían en estos casos 
marcadores útiles para diferenciar el fumado de pasta base del mas-
cado de cocaína? La manufactura de pasta base se hace en laboratorios 
clandestinos y es de esperar variaciones entre lote y lote de producción. 
¿Cómo se comporta el marcador de fumado de cocaína: AEME en 
estos casos? 
Nuestros estudios en muestras de pelo se habían realizado sobre una 
población de mascadores frecuentes de hoja de coca del noroeste argen-
tino, en donde la práctica está bien extendida, pero ¿qué pasa con aqué-
llos que mascan esporádicamente hojas de coca y quien bebe un té 
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de coca de tanto en tanto, el pelo tendría la misma efectividad? 
La respuesta parcial a estos dos interrogantes lo presentamos en la 
publicación y poster siguiente:
POSTER- Discrimination between chewing of coca leaves or drinking of 
coca tea and smoking of “paco” (coca paste) by hair analysis. A study about 
possibilities and limitations. Rubio NC.; Krumbiegel F.; Thurmann D., Nagel A.2; 
Aranguren M.; Gorlelo JC.; Poliansky N.3; Pragst, F. TIAFT 2018- 26-30 de agosto 
2018 en Ghent Bélgíca-
Discrimination between chewing of coca leaves or drinking of coca tea 
and smoking of “paco” (coca paste) by hair analysis. A preliminary study of 
possibilities and limitations. N.C. Rubio, F. Krumbiegel, F. Pragst, D. Thurmann, 
A. Nagel, E. Zytowski, M. Aranguren, J.C. Gorlelo, N. Poliansky.  Forensic Science 
International 297 (2019) 171–176. PAPER
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1.10 Perfil en plasma de cocaína, benzoilecgonina y cuscohigri-
na de un mascador de hojas de coca.
Otro punto importante de conocer era ¿Cómo sería el perfil en 
plasma de la concentración de cuscohigrina durante y luego de ter-
minar de mascar hojas de coca?, y los niveles de cocaína y benzoi-
lecgonina? 
POSTER- Cocaine, benzoylecgonine and cuscohygrine profile in plasma 
from a volunteer who chews coca leaves. Preliminar study. Rubio N.C.; More-
da-Piñeiro A.; Álvarez-Freire I.; Bermejo-Barrera P.; Tabernero-Duque M.J.; Berme-
jo A.M. TIAFT. Septiembre 2019- Birmingham -Inglaterra. 
Detection window of cocaine, benzoylecgonine, and cuscohygrine in plas-
ma and urine of a chewer of coca leaves by GCMS and immunoassay COBAS 
400- Preliminary results. Rubio N.C.; Moreda-Piñeiro A.; Álvarez-Freire I.; Cabarcos 
P.; Bermejo-Barrera P.; Tabernero-Duque M.J.; Bermejo A.M. (Para enviar a revisión))
(PARA ENVIAR A REVISION)
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 El soporte teórico es imprescindible en todo proyecto de investiga-
ción, fue dando lugar a nuevos interrogantes como a sustentar los resul-
tados que íbamos obteniendo. 
Teníamos que conocer sobre la botánica de la planta de coca, 
¿hay diferentes especies? ¿Todas las hojas que se consumen son igua-
les? ¿Cualquier planta del género Erythroxylum tiene cocaína, hi-
grina y cuscohigrina? ¿Qué plantas de Erythroxylum se consumen? 
¿Podíamos extrapolar los resultados obtenidos a todos los mascado-
res? ¿Era de esperar resultados similares en un mascador de hojas 
de Colombia, Perú, Bolivia, Chile o Argentina? 
Las respuestas están dadas en el capítulo LA PLANTA DE COCA.
 
La química de la hoja de coca fue otro de los temas a investigar, 
¿qué relación hay entre los alcaloides higrina, cuscohigrina y cocaí-
na?, ¿la síntesis de estos alcaloides es independiente?, ¿puede existir 
la posibilidad que haya hojas de coca que tengan cocaína y no higri-
na y cuscohigirna?, en ese caso la utilidad de la higrina y cuscohi-
grina como marcadores de consumo de hojas de coca serían de limi-
tada utilidad.
La química de la hoja de coca fue otro de los temas de investigación 
que quedan resumidos en el Capítulo LA QUIMICA DE LA HOJA DE 
COCA.
No podemos de dejar de dedicarle un capítulo de esta tesis a las 
técnicas y procedimientos analíticos empleados. Higrina y Cuscohigri-
na son alcaloides que tiene algunas diferencias químicas con respec-
to a los otros alcaloides corrientemente investigados del grupo de los 
alcaloides del tropano como cocaína, benzoilecgonina, metilecgoni-
na, cinnamoilcocaína que nos obligó al empleo de técnicas de sepa-
ración menos específicas y columnas cromatográficas de mayor po-
laridad. Discutiremos las técnicas empleadas sus características, 
fundamentos, debilidades y la necesidad de su mejoramiento en especial 
de las técnicas extractivas. Se discutirá brevemente la importancia en el 
campo forense de las diferentes muestras biológicas empleadas. 
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El Capítulo: TIPO DE MUESTRAS-PREPARACION DE MUES-
TRAS-TECNICAS INSTRUMENTALES, abordará estos temas.
El Capitulo: TRABAJOS PRESENTADOS - DISCUSIÓN con-
tendrá los paperes y pósteres presentados y un pequeño comentario de 
los aspectos que se consideran más importantes del estudio y las con-
clusiones. 
Para cerrar la tesis el Capitulo de CONCLUSIONES Y PRO-
PUESTAS.
En las conclusiones y propuestas trataremos de sintetizar humilde-
mente no solo los nuevos conocimientos que hemos podido aportar en 
esta área, sino también de las nuevas puertas que se han abierto para 
futuras investigaciones, porque la tesis es la entrega de un trabajo pero 
no la culminación del estudio.  
Creemos que nuestro mayor aporte es haber sacado del estancamien-
to un tema que no había sido casi abordado y que constituye un proble-
ma real para el sistema de Justicia y el ámbito laboral al menos de la 
Argentina, que solo alcanza a esbozar respuestas a media, posponer 
controles de drogas o dar respuestas para saltar la coyontura pero que 
no son el resultado de un sólido análisis científico. 
Durante el desarrollo de esta tesis fui invitada a: 
Exponer los avances de esta investigación en forma oral como di-
sertante en III Congreso Iberoamericano de Salud Ambiental para el 
Desarrollo Sustentable. 24 al 27 de septiembre de 2014 –Comodoro 
Rivadavia-Chubut-Patagonia: 
Higrina y cuscohigrina: posibles marcadores para diferenciar con-
sumidores de cocaína de mascadores de hoja de coca. Congreso Ibe-
roamericano de Toxicología-.




Avances en la diferenciación del consumo tradicional de la hoja de coca 
del consumo ilícito de cocaína. 2016. ARTÍCULO.
INTRODUCCIÓN - BREVE
RECORRIDO HISTÓRICO DE LA
COCA Y COCAINA - LA POSICIÓN 
DE NACIONES UNIDAS -
IMPORTANCIA DEL TEMA DE 
ESTA TESIS - RAZONES DE
SU ELECCIÓN
“Nada en este mundo debe ser temido… solo entendido.
Ahora es el momento de comprender más,
para que podamos temer menos.”
Marie Curie
2.
2.1 Introducción y Breve recorrido histórico de la planta de coca. 
 EL nombre coca proviene de una palabra de origen Aymara que 
significa “alimento para trabajadores y viajeros” o término genérico que 
se emplea indistintamente para planta o árbol.  
Es una planta que forma parte de la identidad del mundo andino hoy 
como en el pasado. En la época prehispánica los Incas no celebraran 
ninguna ceremonia o ritual sin que la hoja de coca fuera ofrecida a los 
dioses, pero además era empleada con fines medicinales varios, como 
anestésico natural fue usada en cirugías como la trepanación de cráneos, 
en la que los médicos andinos hicieron grandes adelantos. (Rosaco y col 
2011) 
Ciro Alegría, escritor peruano, quién en su obra El Mundo es ancho 




“La coca es buena para el hambre, para la sed, para la fatiga, 
para el calor, para el frío, para el dolor, para la alegría, para todo es 
buena. Es buena para la vida. A la coca preguntan los brujos y quién 
desea catipar; con la coca se obsequia a los cerros, lagunas y ríos 
encantados; con la coca viven los vivos, llevando coca entre las 
manos se van los muertos. La coca es sabia y benéfica” 
El mascado de la hoja de coca también conocido como: mambear 
(Colombia); chacchar, acullicar, pijchear (Perú, Bolivia); coquear y mas-
car (general), es una práctica milenaria y ampliamente difundida en el 
pasado y que se ha proyectado en el pre-
sente con algunos matices como veremos 
en la Argentina. La arqueología ubica ya 
el consumo de la hoja de coca en el Su-
roeste de Ecuador por cerámicas de la 
cultura Valdivia (3000. a.C) que represen-
tan individuos con el acullico en la meji-
lla; en Perú se han encontrado vasijas si-
milares de la cultura Mochica (500 d.C) 
con la mejilla dilatada por el acullico 
(Imagen 2-1). Recipientes destinados a 
contener la cal o yista o llicta (sustancia 
alcalina empleada en el coqueo), han sido 
descubiertos sobre la costa norte del Perú, 
en el sitio de HUACA PRIETA (2500 a 
1800 años a.c.). Cabrera M.V. (1997); 
Santoni M.E y col.(2019)
Rastros del Imperio Incaico y del consumo de hojas de coca fueron 
también descubiertos en Argentina, los cuerpos momificados de tres 
niños, uno varón de siete años aproximadamente, una niña de seis y una 
joven de unos 13 o 15 años fueron hallados en la cima del segundo 
volcán activo más alto del mundo, el Llullaillaco a 6730 msnm en la 
provincia de Salta (Noroeste argentino (NOA)). Los Incas preparaban a 
los niños para el sacrificio durante meses dándoles alcohol y hojas de 
coca según estudios realizados en el pelo (los hallazgos de cocaína, 
Imagen 2-1: Vasija cultura Mo-
chica (500 d.C). Fuente: Luis García 
GFDL & Cc-by-sa-3.0,2.5,2.0,1.0 licenses.
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benzoilecgonina y cocaetileno en varios centímetros de pelo son indica-
tivos de una preparación de meses de estos niños para el sacrificio), los 
niños eran conducidos al volcán en una larga caminata de 3000 km 
desde Cuzco (Perú) hasta la cumbre del volcán Llullaillaco (Argentina), 
la muerte se producía rápidamente por hipotermia. Los “NIÑOS DEL 
LLULLAILLACO” (Imagen 2-2) como se los conoce son considerados 
las momias prehispánicas mejor conservadas del mundo y halladas en 
el santuario (Inca) más alto del mundo en 1999.
Los sacrificios humanos de los incas, en donde la coca tenía su 
protagonismo, fueron documentados en diferentes ocasiones por los cro-
nistas españoles, se hacían en el marco de la Capacocha, una serie de 
fiestas y ofrendas de agradecimiento que se realizaban en tiempos de 
cosecha y para apaciguar la montaña, el Llullaillaco es un volcán activo. 
En la Imagen 2-3 se observa con el empleo de un método moderno 
restos del acullico en una de las momias. (Wilsona y col. 2013)
Imagen 2-2: “La doncella”- NIÑOS DEL LLULLAILLACO (500-550 años de antigüe-
dad). Museo de Arqueología de Alta Montaña de Salta. (NOA)
Licencia: CC BY 2.0 (https://www.flickr.com/photos/11656539
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Pero la paz de la coca iba a ser por primera vez interrumpida con la 
llegada del conquistador español y con ellos del cristianismo. El español 
intentó prohibir el uso de la coca por los indígenas argumentando que: 
“era una costumbre diabólica ligada a la idolatría, que era la principal 
enemiga de la expansión del cristianismo”. 
Sin embargo, los indígenas de los Andes evangelizados por los con-
quistadores no dejaron de masticar la coca y supieron adaptar el mito 
original a las exigencias de la nueva religión: (La hoja de coca para el 
Perú_blog_ 2011) 
“Tras el nacimiento de nuestro Señor Jesucristo -dice la versión 
cristianizada-, los diablos intentaron quitarle la vida. Cuando María, 
su madre, volvió a casa y no encontró a su hijo, se puso a buscarlo. 
Recorrió un largo trayecto sobre su asno, y se quedó muy debilitada por 
el hambre. Cristo la vio en ese estado y le bendijo un matorral de coca 
salvaje. María adivinó que su hijo había bendecido el arbusto para ella: 
comió algunas hojas y ya no sintió ni hambre ni fatiga”. Generosamen-
te, María ofreció la planta a su pueblo.” Y de esta manera los indios 
del altiplano siguieron tomando la coca. 
Pero la realidad es que el consumo de las hojas de coca no solo no 
Imagen 2-3: NIÑA DEL LLULLAILLACO con restos de acullico en su boca.
Wilsona, A.S et al. PNAS, August 13, 2013, vol. 110, no. 33.
www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1305117110. Permission is not required to 
use original figures or tables for noncommercial and educational use
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se prohibió, sino que se incrementó y pasó a ser el cultivo agrícola más 
significativo en el Perú durante la época de la conquista, esto fue debido 
a que los españoles vieron que el mascado de hojas de coca le permitía 
a los indígenas trabajar varios días sin comer ni beber, lo que traía  gran 
beneficio para la explotación de sus minas como la de plata de Potosí, 
en las que eran sometidos los indígenas para trabajar. Esto se prolongó 
durante los siglos XVI, XVII, XVIII. 
Pedro de Cieza de León, en 1553, relata que:  
“En el Perú se utiliza la coca en la boca desde la mañana hasta la 
noche y preguntando a algunos indios ¿Por qué tienen siempre la boca 
ocupada por esta hoja? Ellos dijeron: porque sientes poca hambre y 
gran vigor y fuerza”.
Además, la coca pasó a generar a los españoles fabulosos ingresos 
y a ser una moneda comercial de intercambio. Los impuestos que se 
pagaban al Rey de España al igual que el diezmo que los nativos debían 
pagar a la Iglesia podían ser pagados en gran parte por hojas de coca. 
Pero el conquistador español y la Iglesia no fueron ajenos a su con-
sumo, el mascado de la hoja de coca les fue necesario para hacer frente 
a las duras situaciones de la conquista y a consecuencia del mestizaje. 
El Clero también se dio cuenta que para acercarse a los originarios debía 
aprender su lengua y practicar sus costumbres, esto les costó sufrir cas-
tigos por la inquisición española. (Rosasco, C. Ch y col 2011). 
La coca sobrevivió a esta etapa y continuó siendo un marcador de 
identidad del mundo andino, pero no sin grandes penurias para el pueblo 
indígena. Una leyenda inca sintetiza los padecimientos de su gente 
durante la conquista y su maldición: 
“Cuenta la leyenda que durante el reinado del lnca Atahualpa, 
el sumo sacerdote y el depositario del tesoro del templo del Sol, en la 
isla de Titicaca, era un viejo sabio y adivino llamado Khana Chuyma. 
Por aquel tiempo llegaron a estas tierras los conquistadores espa-
ñoles, ávidos de oro, quienes sometieron indios, profanaron dioses y 
saquearon templos. Resuelto a impedir que el oro sagrado del Sol caiga 
en manos del invasor, Khana Chuyma lo escondió en un lugar secreto a 
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orillas del Lago, y diariamente subía a una altura para escudriñar si se 
aproximaban las huestes de Pizarro. Un día las vio venir a lo lejos. Sin 
perder un instante, arrojó todo el tesoro a lo más profundo de las aguas. 
Enterados de lo ocurrido, los españoles prendieron al viejo sacer-
dote para arrancarle a viva fuerza el secreto de las riquezas perdidas. 
Khana Chuyma soportó estoicamente los más crueles tormentos, sin que 
una sola palabra saliera de sus labios. Cansados sus verdugos de tortu-
rarlo inútilmente, lo dejaron moribundo en un campo. 
En medio de su dolorosa agonía, esa noche Khana Chuyma tuvo 
una visión: el Dios Sol se le apareció resplandeciente tras una mon-
taña y le habló así:
-Hijo mío, tu heroico sacrificio para salvar los objetos sagrados 
merece recompensa. Pídeme lo que quieras, que te será otorgado. 
-Oh dios amado, qué otra cosa puedo pedirte en esta hora de duelo 
y derrota sino la redención de mi raza y la expulsión de los invasores”, 
contestó Khana Chuyma. 
-Lo que tú me pides, respondió el Sol, es ya imposible. De nada 
vale mi poder contra estos intrusos. Su dios me ha vencido y yo también 
debo huir a esconderme en el misterio del tiempo, pero antes de partir 
quiero concederte algo que está dentro de mis facultades, dijo el Inti. 
-Ya que es imposible devolver la libertad a mi pueblo padre mío, al 
irnos te pido algo que lo ayude a soportar la esclavitud y las penurias 
que le esperan; algo que no sea oro, riqueza, para que la codicia del in-
vasor no se lo debata. Te pido un consuelo secreto que dé a los míos la 
fuerza para sobrellevar los trabajos, los vejámenes y las humillaciones 
que sus opresores les impondrán. 
-Concedido, dijo el Inti. Mira a tu alrededor ¿ves esas plantas de 
hojas verdes y ovaladas que hice brotar? Di a los tuyos que las cul-
tiven con todo cuidado y que sin lastimar sus tallos arranquen las 
hojas, y después de secarlas, las mastiquen. 
El Jugo de esas plantas será un bálsamo para sus sufrimientos. Al 
mascar las hojas, juntos compartirán todos ustedes momentos de con-
fraternidad y alegría solidaria. En los duros trabajos que deberán aco-
meter, esas hojas les quitarán la fatiga y les darán nuevos bríos. 
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En los largos viajes por las punas inclementes, la coca aliviará del 
hambre y del frío y les hará más llevadero el camino. En las minas, que 
sus nuevos amos les obligarán a laborar, no podrán soportar la fetidez, 
la oscuridad y el terror de los profundos socavones sino con la ayuda de 
la coca. Cuando deseen indagar en el futuro incierto, un puñado de esas 
hojas lanzado al azar les revelará los misterios del destino. 
Pero estas hojas que para ustedes significan la salud, la fuerza y 
la vida, están malditas para los opresores. Cuando el hombre blanco 
se atreva a utilizarlas les sucederá todo lo contrario. 
Su jugo, que será para el aborigen alimento divino, será para el 
hombre blanco el más repugnante y pervertido de todos los vicios. Esta 
planta sagrada es el legado que les dejo, cuiden que no se extinga y 
hagan buen uso de ella.”
 
Y la maldición se iba a cumplir…… la coca estaba por sufrir un 
nuevo golpe, otra vez sería censurada, pero se cobraría su revancha, 
esta vez las consecuencias las iba a pagar el “hombre blanco”. 
En un breve punteo del recorrido de la cocaína desde su descubri-
miento en la planta de coca hasta nuestros días, sin hacer mención a los 
graves daños a la salud pública que la cocaína origina tenemos: (Golds-
tein y col 2009) 
El descubrimiento de la cocaína es sin ninguna duda la razón más 
fuerte de la demonización de la coca. En la mitad de los años 1800 un 
estudiante de doctorado alemán Albert Niemann aísla el alcaloide cocaí-
na de las hojas de coca y nota sus propiedades anestésicas y ya a fines 
del 1800 la cocaína era empleada por estas propiedades.  
En 1863 la cocaína fue mezclada con alcohol por Angelo Mariani 
y dio origen al Vino Mariani muy aceptado por los primeros ministros, 
la realeza y el Papa. El cocaetileno que se formaba reforzaba la potencia 
del etanol. 
En 1886 John Styth Pemberton introduce la cocaína en la Coca- 
Cola, que fue vendida como una medicina hasta 1903 año en el que la 
cocaína fue removida de la Coca-Cola.
En 1879 la cocaína fue usada para tratar la adicción de la morfina. 
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En 1885 Parke-Davis vendía cocaína en diferentes formas: polvos, 
cigarrillos e inyectables. 
Hasta 1916 se vendió en forma libre en USA en tónico, medicinas, 
para calmar el dolor de muelas y en tabletas de chocolate. 
Sigmund Freud, el padre del psicoanálisis, tuvo un importante rol 
en el desarrollo de la industria de la cocaína en occidente. Freud tomaba 
pequeñas dosis de cocaína diaria que le ayudaban como él decía a levan-
tar el espíritu, a dejar de pensar en sus dificultades profesionales y finan-
cieras y contra la indigestión. Las industrias farmacéuticas Merck y 
Parke-Davis pagaron a Freud para que respaldara sus productos. Freud 
escribió varios documentos sobre la cocaína el más conocido es Umber 
(1884), donde habla de los efectos de la cocaína sobre sus pacientes. 
Iniciado el siglo XX ya se conocían las propiedades adictivas de la 
cocaína. 
En 1914 la Ley Harrison de narcóticos cobra un impuesto a quienes 
producen, importen, distribuyen, venden opio y hojas de coca. 
EN 1912 el gobierno de USA reportó 5000 muertos por la cocaína 
y en 1922 la droga fue oficialmente prohibida. 
El uso de la cocaína empezó a declinar en 1920 siendo en 1930 más 
notorio. 
Empiezan a aparecer informes como el de Naciones Unidas en 1950: 
“Report of the Commission of Enquiry on the Coca Leaf”, mostrando 
una clara oposición a la planta de coca y su uso tradicional en el mundo 
andino, que finalizará con la firma de la Convención Única de estupefa-
cientes de Naciones Unidas en 1961. 
En 1970 la cocaína surgió como la droga de artista y empresarios. 
Entre 1970 y 1980 aumentaron diez veces los estudiantes universitarios 
en USA que experimentaron con la cocaína. 
En 1980 la cocaína tenía ya la reputación de la droga más adictiva 
y peligrosa de USA también vinculada a la pobreza, crimen y muerte. 
En la década de 1990 se incrementó el contrabando de cocaína a 
USA, Europa y Asia desde Colombia. 
En el 2008 ya la cocaína era la droga ilegal más traficada en el 
mundo.
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La cocaína que ingresa a los mercados del mundo para uso recrea-
tivo proviene de Sudamérica, esto ha provocado la condena a la planta 
de coca y en consecuencia ha sido desbastador para la economía y la 
política de algunos de los países latinoamericanos y por supuesto para 
la cultura del indígena andino. Todavía no se ha podido demostrar que 
mascar hojas de coca produzca los mismos efectos que el consumo re-
creativo de cocaína, aunque llamativamente son pocas las investigacio-
nes que se han realizado en este campo (Plowman 1986).
2.2 La posición de Naciones Unidas. Convención Única de estu-
pefacientes de Naciones Unidas 1961. Antecedentes y acciones pos-
teriores.
La Convención Única de estupefacientes de Naciones Unidas fir-
mada en 1961 pretendió restringir el cultivo de la hoja de coca y prohi-
bir el mascado tradicional de la hoja de coca en los siguientes 25 años a 
la entrada en vigencia de la Convención de 1961, por considerarla una 
sustancia de abuso:
“Artículo 49-Reservas transitorias.
2e) La masticación de ho-
ja de coca quedará prohibida 
dentro de los 25 años siguien-
tes a la entrada en vigor de la 
presente Convención conforme 
a lo dispuesto en el inciso 1 del 
artículo 41.”
Claramente el objetivo principal era limitar la producción de mate-
rias primas para la producción de drogas; clasificó a la hoja de coca en 
la Lista I, como una sustancia “susceptible de uso indebido”.
La evidencia científica para prohibir el mascado de la hoja de coca 
que quedó plasmada en la Convención de 1961 vino de: (Meetal 2014) 
Un informe ordenado por el Consejo Económico y Social (ECO-
SOC), publicado en 1950 como el Informe de la Comisión de Investi-
gación sobre la Hoja de Coca el cual proscribía el mascado de la hoja de 
coca por sus efectos nocivos, este informe fue muy criticado por parcial. 
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La Comisión de Expertos de la OMS en Drogas Propensas a Pro-
ducir Adicción discutió el tema en dos sesiones, en 1952 y 1954.  
“mascar hojas de coca está cercano a las características de adic-
ción…debe ser definido y tratado como una adicción”. WHO 1952.
“…Se señaló que existe una gran variación en la cantidad de co-
caína ingerida por los masticadores de coca, al igual que existe entre 
las personas que toman alcaloides puros para fines no médicos. El tér-
mino cocainismo es aplicable a este último y masticar coca (cocaísmo) 
debe considerarse una forma de cocainismo. (OMS 1954, p. 10).
 En la década de 1980 países como Perú y Bolivia comenzaron a 
hacer sus reclamos desde el reconocimiento internacional de los derechos 
humanos e indígenas. En esta década la política persuasiva de USA y 
UE se había transformado en una política coercitiva en la que literal-
mente se le declaró la guerra a la planta de coca y trató de criminales a 
sus productores. Regiones productoras de coca en Colombia, Perú y 
Bolivia recibieron operaciones militares para erradicar el cultivo de la 
planta de coca, pero también del medio de vida de cientos de agriculto-
res. Se diseñaron programas alternativos de cultivos para reemplazar al 
de la hoja de coca, pero fracasarían. No tardarían en surgir movimientos 
regionales de Bolivia y Perú defendiendo la hoja de coca. 
 En 1988 se negocia la Convención contra el tráfico de estupefa-
cientes y sustancias psicotrópicas, que siguió con la línea dura sobre 
el cultivo de la coca, si bien en esta Convención se empezó a hablar del 
uso tradicional de la hoja de coca, pero la Convención deja en claro que 
todas las disposiciones previamente acordadas permanezcan intactas 
(Convención 1961), que el uso tradicional queda reservado al medicinal 
y científico. Bolivia hizo una reserva formal a la Convención de 1988, 
enfatizando que su “sistema legal reconoce la naturaleza ancestral del 
uso lícito de la hoja de coca que, para gran parte de la población de 
Bolivia, se remonta a siglos”. Perú y Colombia hicieron su reclamo 
también en esta Convención, pero no tan directamente al uso tradicional 
de la hoja de coca como Bolivia. 
En la década de 1990 la Junta Internacional de Control de Estu-
pefacientes (JIFE), la entidad del organismo de control de drogas de la 
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ONU que supervisa y monitorea la implementación de los tratados de 
drogas de la ONU, señaló las contradicciones que acompañaron el tema 
de la coca en varias ocasiones en sus informes anuales y que estos dis-
tintos puntos de vista entre la Convención de 1961 y algunos de los 
países andinos debía resolverse.
La OMS realiza un estudio sobre la masticación de la hoja de coca 
en colaboración con el Instituto Internacional de Investigación de Crimen 
y Justicia de las Naciones Unidas (UNICRI) en los primeros años de la 
década de 1990. El Proyecto de Cocaína de la OMS / UNICRI realizado 
entre 1991 a 1995 subrayó que el uso tradicional de la coca parece no 
tener efectos negativos para la salud y que cumple funciones terapéuti-
cas, sagradas y sociales positivas entre los grupos indígenas en la región 
andina. El 14 de marzo de 1995, la OMS anunció la publicación de la 
Iniciativa de Cocaína OMS / UNICRI a la prensa internacional. Poco 
después, el 9 de mayo de 1995, en la Comisión B de la 48ª Asamblea 
Mundial de la Salud en Ginebra, el representante de los Estados Unidos 
se mostró contrario a las conclusiones obtenidas en este estudio y ame-
nazó a la OMS de suspender el apoyo financiero si la OMS formaba 
parte de este estudio. La OMS en consecuencia afirma que este estudio 
es responsabilidad de expertos internacionales pero que no reflejan la 
opinión del organismo. USA adopta la posición que el estudio debía ser 
revisado por pares de acuerdo a las directrices de la OMS lo que nunca 
se hizo y el estudio no se publicó.
En 2007, la Declaración de las Naciones Unidas sobre los Dere-
chos de los Pueblos Indígenas establece que: “los pueblos indígenas 
tienen derecho a mantener, controlar, proteger y desarrollar su patrimo-
nio cultural, conocimiento tradicional y expresiones culturales tradicio-
nales” (ONU 2007, p. 11). 
Bolivia en 2009 solicita una enmienda al artículo 49, párrafos 1 c) 
y 2 e) de la Convención Única sobre Estupefacientes de 1961, concre-
tamente es eliminar la obligación de prohibir la masticación de la hoja 
de coca para permitir a los países donde hay evidencia de esta antigua 
tradición cultural y religiosa preservar su propia práctica cultural indí-
gena milenaria; basado en que no causa ningún daño a la salud de las 
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personas ni ningún tipo de trastorno o adicción. (ONU 2012, p. 1). Es-
tados Unidos, Reino Unido, Suecia, Canadá, Dinamarca, Alemania, la 
Federación Rusa, Japón, Singapur, Eslovaquia, Estonia, Francia, Italia, 
Bulgaria, Letonia, Malasia, México y Ucrania (un total de 18 países) 
notificaron formalmente al Secretario General de la ONU que no podían 
aceptar la enmienda propuesta por Bolivia, obviamente siguiendo direc-
trices de Estados Unidos.  
Ante el fracaso de Bolivia a esta primera iniciativa, Bolivia decide 
denunciar la Convención Única de 1961 en junio de 2011, y presentó su 
adhesión renovada al tratado, esta vez con una reserva formal, deposi-
tada en la ONU el 10 de enero de 2012, que dice: 
El Estado Plurinacional de Bolivia se reserva el derecho de permi-
tir en su territorio: masticación tradicional de hoja de coca; el consumo 
y uso de la hoja de coca en su estado natural con fines culturales y 
medicinales; su uso en infusiones; y también el cultivo, comercio y po-
sesión de la hoja de coca en la medida necesaria para estos fines lícitos. 
El presidente de la JIFE hizo serios cuestionamientos a esta reserva 
sosteniendo que el sistema internacional de control se vería afectado si 
cada país miembro aceptaba los tratados con reservas. Al final, el 10 de 
enero de 2013 Bolivia volvió a ser aceptado en el tratado al igual que su 
reserva, solo 15 países presentaron una objeción formal a la entrada de 
Bolivia con esta reserva, pero no fueron suficientes. Esta pequeña vic-
toria de Bolivia puede pensarse como un posible inicio para la reforma 
de la Convención de 1961. 
 
2.3 La situación argentina del coqueo, un caso anómalo. 
Argentina se presenta como un caso anómalo en la región en lo 
referente al uso de la hoja de coca. Como bien dice Ricardo Abduca y 
Pien Metaal (2013), en Argentina el uso de la hoja de coca es tradicional 
pero no solo circunscripto a los indígenas. Está arraigado, en la región 
noroeste (NOA) en todas las clases sociales incluso profesionales y em-
presarios y también entre sectores pobres. Se usa en ocasiones festivas 
y nocturnas, pre y pos comida y no está asociado a pesadas labores 
campesinas o mineras. Como bien lo definen algunos legisladores del 
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noroeste argentino el coqueo es un “hábito” y no un “vicio”.
Si bien el coqueo es hoy en día una práctica con nichos en toda la 
Argentina, es sin lugar a dudas el noroeste argentino (NOA) en donde 
su práctica es más intensa. Abduca (2013) describe al NOA como:  
“Esta región, que antes de la conquista fue la más poblada de la 
actual Argentina, y que tuvo la primera y más intensa implantación 
española colonial, guarda varios rasgos de continuidad con el resto del 
mundo andino. Conoció la presencia del imperio inca y se difundió 
desde entonces la lengua quechua, que aún se habla en ciertos enclaves. 
La coca es uno de los atributos, quizás el más notable hoy día, de esos 
lazos históricos. La región es heterogénea, presentando más variedad 
social y cultural intrarregional que otras zonas del país. En particular, 
interesa aquí una subregión, la de las provincias de Salta y Jujuy, que 
hoy alberga a poco más de dos millones de habitantes; en el resto del 
NOA el consumo tiene menos intensidad. Hay también un intenso con-
sumo en el oeste chaqueño, y se encuentran nichos de consumidores de 


















Imagen 2-4: Mapa de la Argentina, en verde dos provincias del noroeste argenti-
no (NOA) -Paisajes típicos del NOA.
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En 1961 Argentina firma la Convención Única de Estupefacientes 
en cuyo artículo 49 se estipula la prohibición de la masticación de la 
hoja de coca, dentro de un plazo de 25 años siguientes a la entrada en 
vigor de la presente Convención, o sea que en el año 1986 no debía 
haber más coqueo en el territorio nacional argentino.  
Tal vez porque el coqueo estaba arraigado en las clases medias o 
altas o bien como dice el escritor argentino José Fernández Diaz en: “El 
origen de la compleja identidad argentina” “nuestro país se había vuelto 
experto en dejar las cosas por la mitad”, lo cierto es que pasaron los 25 
años y el año 1986 encontró a los argentinos aun coqueando. 
 En 1986 se empieza a discutir en la Argentina, una nueva ley na-
cional de estupefacientes en donde por supuesto el mascado de la hoja 
de coca estuvo presente. Los diputados del noroeste argentino hicieron 
fuertes ponencias en defensa de la legalidad de esta práctica argumen-
tando: 
……. “su uso ancestral y digestivo”, en el que está implícito para 
el que conoce la región la clara diferencia entre el uso ancestral de los 
indígenas y el digestivo de las clases urbanas que usan la hoja de coca 
en la sobremesa luego de la ingesta de abundantes comidas y bebidas. 
….. algunos miembros del parlamento como el salteño J. Castiella 
hicieron la defensa del coqueo desde el lugar del consumidor y esto 
decía en una de las sesiones del Congreso Nacional en Buenos Aires: 
“¿Cómo explicarle a aquel norteño que ha visto coquear a su padre, 
a su abuelo, que esa práctica constituye ahora un delito?… deseo ma-
nifestar públicamente en este recinto que el diputado que habla tiene el 
hábito del coqueo desde los veinte años… luego de esos veinte años, el 
diputado que habla… se graduó de abogado, fue dos veces diputado 
provincial, convencional constituyente y diputado nacional en dos opor-
tunidades, se ha casado con el amor de su vida, tiene tres hermosos 
hijos, 47 años de edad, excelente salud y, si algún rasgo de idiotez se le 
puede encontrar por parte de algún científico de Buenos Aires, desde ya 
quedará agradecido a quien se lo pueda señalar. (Reunión 65ª, 7830-
33)” Abduca y col. 2013. 
 Para ponernos en contexto debemos recordar que algunos revisio-
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nistas e investigadores principalmente europeos marcaban el rasgo de 
“idiotez” y “desagradable” en la gente del mundo andino que mascaba 
hojas de coca.   
Como mencionamos previamente Naciones Unidas presenta en 
1950: “Report of the Commission of Enquiry on the Coca Leaf” con 
algunos comentarios parciales y de tinte racista y contrarios al mascado 
de la hoja de coca como el considerar esta práctica como la causante de 
la degeneración de la raza indígena. 
 Anterior a 1950 otros conquistadores como Américo Vespucio en 
1504 decía:  
“ …. Su rostro y sus gestos eran lo más desagradables que se pue-
dan imaginar; todos ellos tenían las mejillas infladas por una hierba 
verde que ellos rumiaban como bestias, al punto que apenas podían 
hablar...” 
 
 2.4 Legislación Argentina de la hoja de coca. 
En septiembre de 1989 el Parlamento argentino aprueba la Ley 
23737 (mod. Ley 26052 en 2005) sobre estupefacientes que dice en su 
artículo 15:
“La tenencia y el consumo de hojas de coca en su estado natural, 
destinada a la práctica del coqueo o masticación, o a su empleo como 
infusión, no será considerada como tenencia o consumo de estupe-
facientes.” 
El artículo 15 de la Ley 23.737 da lugar al menos a dos o tal vez tres 
situaciones complejas y absurdas para la Argentina: 
1-El gobierno de Argentina no cumple con sus obligaciones inter-
nacionales al haber firmado la Convención Única de 1961 que prohibía 
el masticado de la hoja de coca, por lo que la Junta Internacional de 
Fiscalización de Estupefacientes JIFE señala en sus informes el incum-
plimiento de las obligaciones argentinas a este respecto. 
2-Por otro lado, se legaliza la venta y la posesión para el consumo 
de la hoja de coca, pero la provisión y la compra por ejemplo a Bolivia, 
su principal proveedor, son ilegales, dando origen a un circuito ilegal de 
la hoja de coca.  
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…la tercera complicación de esta ley fue para los laboratorios… 
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LA PLANTA DE COCA
Ciro Alegría, escritor peruano, en su obra
El Mundo es ancho y Ajeno dice:
“Consentido era el arbusto”
 “……la coca, ahí donde se la veía, tan oronda, era una 
planta delicada. Se tenía que regarla de noche, pues de 
día las raíces sufrían con el agua calentada por el sol. A 
veces, el medidor, un gusano verde que se alimenta de las 
hojas, prosperaba mucho y entonces había que sahumar 
los árboles, también de noche, para que el gusano cayera 
al agua y se ahogara. Esos árboles no crecían allí por 
la fruta: la sombra era imprescindible para la coca. Por 
último, no duraba sino unos años, y por cualquier cosa 
se secaba. Había que estar resembrando siempre… Sabía 
Dios qué secretos encerraba en su organismo ese delica-
do vegetal para extraer de las fuerzas oscuras de la vida, 
la sustancia que hacía de sus hojas las más preciadas
por el hombre del Ande.”
3.
3.1 INTRODUCCIÓN.
Siendo la hoja de coca la protagonista de nuestro estudio el objetivo 
de este capítulo será conocer sobre la botánica de la planta o arbusto de 
“coca”. Pero principalmente este capítulo tiene como objetivo no solo 
familiarizarnos botánicamente con la Erythroxylum coca L y la Eri-
throxylum novogranatense (D.Morris) Hieron, sino entender por qué 
estas dos especies, dentro de las 230 especies del género Erythroxylum, 
constituyen la planta sagrada del mundo incaico, son las que interesan 
por sus usos masticatorios, medicinales y por ser productoras de cocaí-
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na y por qué los hallazgos de nuestra investigación que proponen dos 
alcaloides para diferenciar el consumo lícito del ilícito de cocaína puede 
ser extrapolado no solo a los masticadores de la Argentina sino de la 
región. Estas dos especies son plantas domésticas que requieren del cul-
tivo del hombre, un arbusto “consentido” como lo define Ciro Alegría, 
que requiere de muchos cuidados y que no crece en forma silvestre, lo 
que explica las presiones internacionales para abandonar su cultivo, pe-
ro que choca con su uso ancestral y con el interés económico del narco-
tráfico internacional. 
Se desarrollarán las teorías de las relaciones entre las Erythroxylum 
coca L y la Erithroxylum novogranatense y sus cuatro variedades y 
los eventos que condujeron a su domesticación que pertenecen entre 
otros a trabajos realizados por Plowman T. (1979 y 1984), Rury P.M. 
(1981), Bohem B.A y col. (1982), Johnson E.L. y col. (2005), Emche 
S.D. y col. (2011) y más recientemente a Melissa Islam (2011), White 
D.y col (2019).
Factores principalmente de orden climático no hacen apta a la Ar-
gentina para el cultivo de la Erythroxylum coca L y la Erithroxylum 
novogranatense (D.Morris) Hieron, si bien otras especies silvestres del 
género Erythroxylum crecen en el norte de este país.
Se explicarán los usos tradicionales de la planta de coca como los 
masticatorios, consumo de infusiones, medicinales y ceremoniales que 
son los que mantienen en vigencia a esta controversial planta.
3.2 CLASIFICACIÓN BOTÁNICA DE LA PLANTA DE CO-
CA.
Empezaremos ubicando a la planta de coca según el sistema de 
clasificación taxonómica Angiosperm Phylogeny Group (APG) III según 
su: Orden, Familia, Género, Especie y Variedades. Figura 3-1.
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La planta de coca pertenece al Orden Malpighiales que está com-
puesto por aproximadamente 38 familias.
Figura 3-1: Diagrama de clasificación taxonómica de la Planta o arbusto de coca.
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La coca pertenece a la Familia Erythroxylaceae, que se distribuye 
en el mundo según la Figura 3-2 en regiones tropicales de América, 
pero también con representantes en África, Madagascar, sudeste asiático 
y Australia tropical.
La familia Erythroxylaceae tiene cuatro géneros compuestos por el 
siguiente número de especies:
Género Aneulophus Benth. (con (2) dos especies)
Género Nectaropetalum Engl. (con (6) seis especies)
Género Pinacopodium Exell & Mendonça. (con (2) dos especies)
Género Erythroxylum P.Browne (con (230) doscientas treinta espe-
cies)
 El género Aneulophus, Nectaropetalum y el género Pinacopodium 
son géneros pequeños que se distribuyen principalmente en las regiones 
tropicales de África, el género Nectaropetalum también se encuentra en 
Madagascar (Islam M. 2011). 
Los cuatro géneros de la familia Erythroxylaceae comparten los 
siguientes rasgos: arbustos y árboles glabros1 , hojas simples, enteras, 
estípulas intrapetiolares2 parcial (o totalmente) y flores heteroestilosas 
Figura 3-2: Mapa distribución de la familia Erythroxylaceae.
1 Desprovisto de pelo, lampiño.
2 Dos estípulas de la misma hoja se sueldan por encima del pecíolo.
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con un cáliz persistente de 5 lóbulos (Rury P.M 1982; Plowman T.1991)
La planta de coca pertenece al género Erythroxylum de la fami-
lia de las Erythroxylaceae.
El género Erythroxylum es un género poco investigado, que in-
cluye aproximadamente 230 especies de árboles y arbustos que crecen 
en el trópico de los cuales alrededor de 187 especies son nativas de los 
neotrópicos (ecozona de la Tierra que abarca Sudamérica, América Cen-
tral, Caribe, Florida del Sur y la zona sur de México) y fueron listadas 
por Plowman T. (2004). Solo se han estudiado 63 especies de este géne-
ro (González-García K. y col 2005).
La síntesis de cocaína solamente se conoce que ocurre en el género 
Erythroxylum, luego desarrollaremos en el siguiente capítulo la biosín-
tesis de la cocaína y otros alcaloides que se hallan en el género 
Erythroxylum.
En 1907, Schulz dividió el género Erythroxylum en 19 secciones, 
de las cuales 8 solo contienen especies de América del Sur, haciendo 
esta división más fácil para las consideraciones fitoquímicas entre las 
especies del género. Las secciones de Schulz están basadas en algunos 
caracteres relacionados principalmente con las estípulas3, cálices4 y es-
tilos5. Con el empleo principalmente de la genética, esta división enun-
ciada por Schulz ha quedado desactualizada porque se ha descubierto 
que la mayoría de estas secciones son heterogéneas o variables morfo-
lógicamente y no son monofílicas6, si bien se sigue haciendo referencia 
a las secciones de Schulz en la bibliografía.
De las 230 especies en el género Erythroxylum dos especies son 
3Estructuras laminares, a veces presentes, a los lados de la base del pecíolo.
4Ciclo externo del perianto, formado por los sépalos.
5Parte superior del gineceo, en forma de estilete, intermediaria entre el estigma y el ovario.
6 En filogenia, un grupo es monofilético si todos los organismos incluidos en él han evolucio-
nado a partir de una población ancestral común, y todos los descendientes de ese ancestro están 
incluidos en el grupo. La etimología de la palabra filogenia proviene del griego “phylon” que 
significa tribu o raza y “gen” que quiere decir producir o generar, es una rama de la biología 
que se encarga de estudiar el origen y el desarrollo de las especies de una forma global.
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particularmente conocidas: la Erythroxylum coca L y la Erithroxylum 
novogranatense (D.Morris) Hieron que han sido cultivadas durante 
3000 años para su uso tradicional en Sudamérica y actualmente para la 
producción ilegal del alcaloide cocaína. Estas dos especies comúnmen-
te se conocen como “coca”, y de estas dos especies proviene toda la 
coca cultivada en Sudamérica. La coca fue descrita por primera vez 
como Erythroxylon por A.L. Jussieu en 1783, y posteriormente Lamarck 
la denominó Erythroxylon coca en 1786. Desde entonces esta grafía 
antigua aun aparece escrita en textos no especializados, y durante más 
de un siglo se creyó que toda la coca correspondía a una sola especie 
botánica.
Hasta la mitad de 1970 solo era conocida la Erythoxylum coca, 
posteriormente estudios de campo y de laboratorio de numerosos autores 
como Plowman T. (1979,1984); Rury P.M. (1981,1982); Bohm B.A. y 
col. (1982) y Rivier L. (1981); han demostrado la existencia de las dos 
especies de coca.
Estas dos especies de coca ya eran especies domesticadas, cultivadas 
en la época precolombina y empleadas por los indígenas nativos con 
fines ceremoniales y medicinales. El nombre general de “coca” se em-
pezó a usar con la llegada de los españoles a América, previamente los 
indígenas las llamaban de distintas maneras.
Las E coca y E. novogranatense pertenecen a la sección 6 denomi-
nada ARCHERYTHROXYLUM de las 19 secciones de Schultz. Esta 
sección incluye aproximadamente 60 especies del neotrópico.
Variedades de Erythroxylum
Erythroxylum coca L y Erithroxylum novogranatense (D.Mo-
rris) Hieron se dividen en cuatro variedades :
E. coca var. coca (Coca Huánuco o Coca Boliviana)
E. coca var. ipadu Plowman (Coca amazónica)
E. novogranatense var. novogranatense
E. novogranatense var. truxillense
En la Figura 3-3 se muestra la distribución de las cuatro variedades 
en Sudamérica según Plowman T. (1984)
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E. coca var. coca. Sur de Ecuador hasta Bolivia.                                                                            
E. coca var. ipadu Plowman. Principalmente en la zona de la Ama-
zonia.     
E. novogranatense var. novogranatense o “coca colombiana”.
E. novogranatense var. truxillense “Coca de Trujillo” en valles de 
la costa de Perú.
3.3 CARACTERÍSTICAS BOTÁNICAS DE LAS ERYTHRO-
XYLUM COCA L Y ERITHROXYLUM NOVOGRANATENSE (D. 
MORRIS) HIERON Y SUS VARIEDADES.
Se encuentran diferencias importantes adicionales entre las cuatro 
variedades en su anatomía de tallo y hoja, ecología, distribución geográ-
fica y relaciones de reproducción, así como en los métodos de su cultivo 
y preparación para la masticación. Todas poseen el alcaloide cocaína si 
bien con diferencias en cuanto a alcaloides menores y otros compuestos 
químicos. Se han encontrado más de treinta especies salvajes de Ery-
throxylum que también producen cocaína, pero solo raramente en con-
Figura 3-3: Mapa con la distribución de las cuatro
variedades de Erythroxylum en Sudamérica. (Figura modificada)
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centraciones cercanas a las variedades cultivadas. (Conzelman 2016)
Según Bohm B.A. y col (1982) estas cuatro variedades cultivadas 
pueden ser diferenciadas por una serie de características botánicas que 
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Según la Tabla 3-1 y datos de Plowman T. (1985), Rury P.M. (1981), 
Bohm B.A. (1982) adjuntamos algunas características: 
Erythroxylum coca y E.novogranatense se pueden distinguir mor-
fológicamente por varios caracteres de las flores, hojas, cortezas, ramitas 
y ramenta, aunque varias de estas características están mal conservadas 
en el herbario.
Aunque ambas variedades de E. novogranatense están adaptadas 
para condiciones secas y calientes, sus semillas, como las de E. coca, 
solo duran una o dos semanas antes de secarse (Plowman T. 1984) por 
lo tanto, sin intervención humana, E. novogranatense no persistiría en 
la naturaleza.
La E.novogranatense (ambas variedades) crecen en lugares áridos 
o secos, cálidos y de menor elevación, donde en general la Erythroxylum 
coca no sobrevive.
Las dos variedades de E. novogranatense son muy similares en todos 
los caracteres, excepto en el color y la forma de las hojas y la persisten-
cia de las estípulas.
Las dos variedades de E. coca también son muy similares, difirien-
do principalmente en el hábito de ramificación y caracteres de hoja y 
ramenta.
Erythroxylum coca var. coca es la más cultivada para la extracción 
de la cocaína.
Las cuatro variedades de Erythoxylum contienen cocaína y son plan-
tas cultivadas, la distribución de estas cuatro variedades es alopátrica es 
decir que su separación es solo geográfica lo que impide el flujo genéti-
co entre poblaciones.
El contenido de cocaína y cinamoilcocaína fue tempranamente re-
portado por Plowman T., Rivier, L. (1983). En las hojas secas de E. 
coca var coca la concentración media encontrada fue de 0,63% de co-
caína (30 muestras), los mayores contenidos de cocaína (0,96%) se ob-
servan en plantas que se cultivan a alturas de 1400-1600 msnm, la creen-
cia es que a mayor altura las hojas crecen más lentamente, pero son más 
potentes. La E. coca var. ipadu es la de menor concentración de cocaína 
de las cuatro variedades: 0,25% de cocaína, esta variedad crece en zonas 
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bajas de la cuenca del Amazonas. Las E. novogranatense contiene mayor 
porcentaje de cocaína que la E. coca var. coca. La E. novogranatense 
var. novogranatense produce una media de 0,77% de cocaína (3 mues-
tras) y la var. truxillense 0,72%.
La cinamoilcocaína se encuentra en las cuatro variedades de 
Erythroxylum, siendo las E. novogranatense de mayor concentración de 
cinamoilcocaína que las E. coca.
La Erythroxylum coca var. coca es la única reportada que crece en 
forma silvestre.
Las hojas de Erythroxylum exhiben frecuentemente un par de “lí-
neas laterales” o “pliegues” que corren paralelos a cada lado de la vena 
media. Estas líneas contribuyen a la aparición de un distintivo “panel 
central” dentro del cual la venación de alto orden exhibe un retículo más 
fino que el que se encuentra en otras partes de la hoja. Sin embargo, 
esta característica no tiene valor diagnóstico entre las cocas cultivadas 
y sus parientes más cercanos, ya que todas pueden exhibir estas líneas 
foliares y paneles centrales, (Rury P.M. 1981).
3.4 DOMESTICACIÓN DE LA PLANTA DE COCA, TEO-
RÍAS.
3.4.1 Teoria Evolutiva Lineal a partir de Erythroxylum Coca 
var. coca (Un Ancestro En Común).
Plowman, T. (1986) y Bohm B.A. y col. (1982) propusieron la hi-
pótesis de una serie evolutiva lineal a partir de la E. coca var coca. Te-
niendo en cuenta los perfiles de flavonoides de las variedades cultivadas, 
la ecología, las preferencias geográficas de las cocas cultivadas y los 
resultados de los experimentos de hibridización, que mostraron híbridos 
viables y normales entre E. novogranatense var. novogranatense y E. 
novogranatense var. truxillense; híbridos viables pero anormales, sin 
floración entre E. coca var. coca y E. novogranatense var. truxillense, e 
incompatibilidad completa entre E. coca var. coca y E. novogranatense 
var. novogranatense.
La hipótesis evolutiva lineal propuso el siguiente escenario de do-
mesticación. Los humanos primero domesticaron E. coca var. coca en 
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los Andes orientales, que se cree que se originó de un pariente salvaje, 
presumiblemente en las estribaciones amazónicas de Perú y Bolivia. 
Erythroxylum coca var. coca se introdujo en las tierras bajas amazónicas 
y a través de la selección humana, dio lugar a E. coca var. ipadu. En un 
episodio diferente de migración o comercio humano, E. coca var. coca 
fue llevada a zonas más secas en el lado occidental de los Andes dando 
lugar a E. novogranatense var. truxillense y luego con una selección 
adicional a E. novogranatense var. novogranatense
Erythroxylum novogranatense var. novogranatense se creía que era 
un cultivo posterior basado en su carácter de incompatibilidad de hibri-
dización con Erythroxylum coca var. coca. (Bohm B.A. y col. 1982).
Para Plowman T. (1979), las poblaciones silvestres de E. coca pue-
den haberse extinguido debido a la sobreexplotación. Plowman T. (1979) 
citó un estudio no publicado sobre 48 materiales trasplantado de E. coca 
var. coca y E. novogranatense var. truxillense en el hábitat del otro taxón, 
y ninguno de los dos sobrevivió en el nuevo hábitat. Para Plowman T. 
(1979), esto apoyó la hipótesis evolutiva lineal, pero esto podría apoyar 
alternativamente la domesticación independiente de dos especies.
3.4.2 Teoría Evolutiva del Ancestro Común Reciente y Grupos 
Hermanos:
En cambio, en la hipótesis alternativa, los dos  especies cultivadas 
(Erythroxylum coca L y Erithroxylum novogranatense) forman grupos 
monofiléticos hermanos entre sí con un ancestro común reciente y don-
de  al menos la mayoría de su domesticación fue independiente (Johnson 
y col. 2005 ; Emche y col. 2011). 
Los estudios de Johnson y col. (2005) y de Emche y col. (2011) 
utilizando AFLP (amplified fragment length polymorphism) sobre Ery-
throxylum coca y novogranatense y sus variedades proporcionaron in-
formación sobre las relaciones y la evolución taxonómicas. A saber:
A. Existe una clara separación entre E. coca y E. novogranatense 
(Tabla 3-2 y Figura 3-4), apoyando así el tratamiento taxonómico actual 
que reconoce a E. coca y E. novogranatense como dos especies diferen-
tes. Sin embargo, el nivel de diversidad genética presente en E. novo-
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granatense vs E. coca es alto, cuantificado por la distancia genética me-
dia (Tabla 3-2), sumado a que la distribución geográfica de estos dos 
taxones es completamente alopátrica (especiación por barrera geográfi-
ca) (Plowman, T. 1979), y por los estudios de Bohm B.A. y col 1982 de 
la completa incompatibilidad para hibridizarse entre E. novogranatense 
y E.coca, sugiere que E. novogranatense no puede derivarse de E. 
coca, sino que sería una especie hermana que evolucionaron sepa-
radamente en medioambientes diferentes producto de dos eventos 
de domesticación separados y provendrían de distintos parientes de 
Erythroxylum silvestres. Por otro lado, las cuatro variedades culti-
vadas mostrarían una cercanía genética mayor entre ellas que con 
sus parientes silvestres.
Tabla 3-2: Distancia genética entre Erythroxylum cultivadas. Tomado de: Annals of 
Botany 95: 601–608, 2005. JOHNSON E.L y col. 5144851029802 Nro de Licencia
Figura 3-4: Multidimensional scaling plot of 85 Erythroxylum accessions based 
on Euclidian distance calculated from AFLP data. Tomado de: Annals of Botany 95: 
601–608, 2005. JOHNSON E.L y col.
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El hábitat ecológico de E. novogranatense se encuentra predomi-
nantemente en el norte de Perú, Ecuador, Colombia y Venezuela, desde 
el desierto hasta el bosque húmedo, mientras que E. coca habita en el 
bosque premontano húmedo de Ecuador, Perú y Bolivia, así como el 
bosque lluvioso de tierras bajas de la cuenca amazónica (Plowman, T. 
1982, 1984). Esta barrera geográfica entre los dos taxones sugiere que 
E. novogranatense puede tener un origen independiente de E. coca, co-
mo lo sugirió en principio Bohm et al. (1982), pero luego se inclinó a 
favor del linaje lineal desde E. coca.
B. En el análisis entre variedades Johnson y col. (2005) determinó:
B.1. Se detectó una diferenciación genética significativa entre E. 
coca var. ipadu y E. c. var. coca según surge de los resultados de la Ta-
bla 3-2 y Figura 3-4 pero menor a la existente en E. coca vs E. novo-
granatense. El nivel significativamente más bajo de diversidad genética 
en E. coca var. ipadu, vs E. coca var. coca, además del hecho que 
Erythroxylum coca var. ipadu posee similitudes morfológicas y perfiles 
flavonoides idénticos con E. coca var. coca (Bohm y col. 1982), apoya 
la opinión actual de que E. coca var. ipadu es un cultivo derivado de E. 
coca var. coca. La diferencia genética entre E. coca var. Ipadu es atribui-
da por Johnson y col. (2005) a que fue cultivada en una zona geográfica 
distinta que E. coca var. coca, pasó de los Andes orientales en Perú y 
Bolivia hacia la cuenca amazónica de tierras bajas donde fue sometida 
a formas de cultivo diferentes de “tala y quema”, donde las parcelas se 
cambiaban anualmente o cada dos años esto pudo haber resultado en una 
deriva genética y el aislamiento de la población.
B.2. Como se observa en la Tabla 3-2 y Figura 3-4 la distancia 
genética entre E. n. var. novogranatense y E. n. var. truxillense es insig-
nificante, además tiene una morfología similar y son capaces de hibri-
dizarse (Bohm et al., 1982), esto podría plantear dudas en que fueran 
dos variedades distintas. Por lo tanto, según Johnson y col. (2005) las 
principales diferencias genéticas que pueden justificar la separación de 
E. novogranatense var. truxillense de E novogranatense var. novograna-
tense es que la primera tiene una mejor adaptabilidad a los hábitats 
ecológicos más secos en el norte de Perú y el sur de Ecuador, así como 
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distintos flavonoides de las hojas.
3.4.3 Nuevas Teorías de la Domesticación de La Coca.
Los estudios de filogenia de White D.M. y col. (2019) refutan la 
hipótesis de la evolución lineal de Plowman T. y Bohm B.A. y col. su-
gieren una historia de domesticación más complicada que la presentada 
por Johnson y col. (2005). White D.M. (2019) propone que dos especies 
silvestres E. cataractarum y E. gracilipes como las más cercana genética 
y morfológicamente a las especies cultivadas y posiblemente a sus pro-
genitores salvajes. Estas dos especies salvajes o silvestres: E. cataracta-
rum y E. gracilipes podrían ser un complejo de especies involucradas en 
dos eventos de domesticación independientes de coca: uno en el que E. 
novogranatense fue domesticado de poblaciones silvestres de E. cata-
ractarum en el norte de América del Sur, y el segundo en el que E. coca 
fue domesticado de poblaciones de E. gracilipes en la cuenca del Ama-
zonas o en las regiones de Yungas andinas. A consideración de los auto-
res la distinción entre estas posibilidades requerirá análisis más centrados 
dentro de las especies cultivadas y sus parientes cercanos, lo que con-
ducirá a una mejor comprensión de la historia de esta controvertida 
planta.
Según White (2019), reporta que curiosamente E. gracilipes no cre-
ce en la región ocupada por E. cataractarum y ambas especies son mor-
fológicamente muy similares a las cocas cultivadas. Erythroxylum gra-
cilipes produce cocaína, pero un solo análisis del material del herbario 
de E. cataractarum no contenía el alcaloide según reporte de la biblio-
grafía. Sin embargo, anecdóticamente, la hoja amarga de E. cataractarum 
sugiere un alto contenido de alcaloides (DM White, datos no publicados) 
por otro lado los indios Barasana del Brasil cultivan coca amazónica (E 
coca var. iapdu), pero cuando esta no está disponible usan las hojas 
“fuertes” de E. cataractarum.
3.5 CULTIVO DE LA COCA
Las cuatro variedades de coca cultivadas son arbustos delgados que 
alcanzan de uno a cuatro metros de altura y poseen hojas de color verde 
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brillante. Sus pequeñas flores blancas crecen a lo largo de las ramas y 
dan lugar a frutos rojos, naranjas o amarillos que las aves tropicales 
comen fácilmente. Es una planta de uso ornamental o de jardín en países 
sudamericanos por ser una planta esbelta y elegante.
Según Neumann R. (2004): todas las variedades de coca son arbus-
tos de follaje perenne y se multiplican por semillas con una viabilidad 
entre 3 y 4 semanas en el ambiente tropical. Por esta razón los frutos o 
drupas, que contienen una sola semilla, se cosechan casi maduros, cuan-
do viran del color verde al rojo. Cuando la pulpa del fruto se ablanda, se 
lava y la semilla limpia se seca al sol. La E. coca var coca como las dos 
variedades de E. novogranatense difícilmente se propagan vegetativa-
mente, lo hacen a través de reproducción por semillas; E. coca var. ipa-
du puede tener reproducción vegetativa7 mediante enraizamiento rápido 
de esquejes de tallo (Bohm B.A. 1982). Las semillas se siembran en 
almácigos directamente en tierra, aunque modernamente también en 
bolsines de plástico, y germinan en 24 días con luz solar directa. Cuan-
do los plantines tienen 4 hojas verdaderas se cubren con tapaderas du-
rante seis meses para evitar quemaduras de sol. Cuando los plantines 
tienen 30 a 40 cm de altura se trasplantan a campo durante la siguiente 
estación lluviosa, y generalmente a raíz desnuda. A los 2 años comienza 
la primera cosecha. A mayores altitudes se cosecha 3 veces al año y en 
zonas bajas hasta 4 veces, con defoliación casi completa (Bastien, 1987). 
Diversos factores afectan el rendimiento, pero principalmente la fertili-
dad natural del suelo, ya que la coca no se fertiliza. Las diversas cosechas 
anuales totalizan entre 1700 a 2250 kg/ha de hojas secas y las plantacio-
nes se renuevan cada 15 a 20 años (Purseglove, 1977). Conzelman y col 
(2016) mencionan: Huánuco coca, la variedad más común, puede pro-
ducir de cuatro a seis cosechas por año por hasta 40 años. No hay otra 
planta leñosa que se coseche con tanta frecuencia y tiempo y que man-
tenga durante todo ese período un buen rendimiento y calidad de las 
hojas. (Johnson (1996)).
7La multiplicación o propagación vegetativa es la producción de una planta a partir de una cé- 
lula, un tejido, un órgano o parte de una planta madre.
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 En sus ambientes naturales el principal factor limitante del cultivo 
de coca son las malezas dado el clima húmedo y cálido, especialmente 
en suelos de baja fertilidad natural. Las plagas insectiles son básicamen-
te hormigas cortadoras que destruyen hojas y raíces, orugas cortadoras 
de hojas, y minadores de tallo. También hay hongos que atacan hojas y 
ramas tiernas, y un hongo de suelo, Fusarium oxysporum ssp. erythroxyli 
que destruye totalmente las raíces. (Neumann R. 2004)
Las cuatro variedades de Erythroxylum coca y novogranatense 
se muestran en las Imágenes 3-1; 3-2; 3-3; 3-4. (Fueron bajas de internet)
Imagen 3-1: Erythroxylum coca var coca.
Imagen 3-2: Erythroxylum coca var. Ipadu.
(Fuente: Dick Culbert. License cc-by-3.0)
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3.5.1 Especies de Erythroxylum en Argentina y viabilidad de 
cultivo de las especies Erythroxylum coca Lam y Erythroxylum no-
vogranatense.
En Argentina el cultivo de Erythroxylum coca Lam y Erythroxy- 
lum novogranatense es nulo o prácticamente inexistente por varias razo- 
nes, sin lugar a dudas la característica climática del país es la más impor- 
tante.
Según el Ing. Neumann R. (2004) las dos especies de coca: Erythro-
xylum coca y E.novogranatense con sus 4 variedades son de ambientes 
tropicales, sin incidencia de heladas. Paralizan la fotosíntesis con tem-
peraturas inferiores a 12ºC y temperaturas inferiores a 4ºC pueden cau-
Imagen 3-3: Erythroxylum novogranatense var.novogranatense.
Imagen 3-4: Erythroxylum novogranatense var truxillense.
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sar daños irreversibles en follaje, aunque no matan la planta.
A pesar de que Argentina posee territorios septentrionales insertos 
en latitudes intertropicales (entre los trópicos de Cáncer y Capricornio), 
es posible afirmar que el país carece de climas genuinamente tropicales, 
es decir, los exentos por completo de temperaturas por debajo de 0ºC. 
La razón de la falta de climas tropicales se debe a la inexistencia de 
cordilleras orientadas longitudinalmente, las que permitirían detener los 
helados vientos invernales que soplan desde el cuadrante sur, proceden-
tes de las regiones australes y la Antártida. 
Otros puntos que conspiran con la implantación de la coca cultiva-
da en la Argentina, son la falta de población campesina que viva en esas 
selvas argentinas (lo cual redunda en la dificultad de la manutención y 
cosecha de la coca) y los mayores costos de la mano de obra en la Ar-
gentina
¿Qué especies de Erythroxylum hay en la Argentina?
En la República Argentina hay 5 especies nativas con 4 variedades 
según Ing. Neumann (2004) tomado de Zuloaga y Morrone, (1999). En 
la Tabla 3-3 se detallan.
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NOTA: El contenido de cocaína en las hojas de coca varía según la 
especie y variedad de Erythroxylum. A modo de comparación con las 
Erythroxylum citadas en la tabla, las especies cultivadas de Erythroxylum 
(E. coca y E. novogranatense) poseen una media de cocaína entre 0,11% 
a 0,77% según la especie y variedad, aproximadamente 1000 veces más 
que las especies de Erythroxylum de Argentina.
Las tres primeras especies se las suele denominar “coca del monte”. 
Ninguna de las cinco especies nativas tiene propiedades medicinales.
Novak M. y col (1984), Plowman T. y Rivier L. (1983), han repor-
tado el contenido de cocaína de hasta en 23 especies salvajes de 
Erythroxylum de las 230 descritas. Novak y col (1984) mencionan que 
las especies salvajes contienen cantidades trazas de cocaína con excep-
ción de dos especies de Venezuela E. recovers Huber and E. steye~arkii 
Tabla 3-3: Especies nativas de Erythroxylum en la Argentina
y su distribución geográfica.
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Plowman, que contienen cocaína a niveles comparables a las cuatro 
variedades de coca cultivada (E. coca y E. novogranatense). 
El contenido de cocaína de las E. coca y E. novogranatense está en 
el rango de 0,2 a 1% en peso de hoja seca, mientras que las especies 
salvajes no tienen más de 0,01% (Plowman T. y Rivier L. 1983).
Algunas de las especies de Erythroxylum que poseen cocaína que 
han sido citadas por Novak M. y col. (1984):
E. acuminatum (Am.) Walp. (Holmstedt et al., 1977)
E. areolatum L. (Plowman and Rivier, 1983)
E. campestre St. Hil. (Aynilian et al., 1974)
E. deciduum St. Hil. (Aynilian et al., 1974)
E. fimbriatum Peyr. (Plowman and Rivier, 1983)
E. glaucum O.E. Schulz (Plowman and Rivier, 1983)
E. gracilipes Peyr. (Plowman and Rivier, 1983)
E. aff. impressum O.E. Schulz (Plowman and Rivier, 1983)
E. incrassatum O.E. Schulz (Plowman and Rivier, 1983)
E. lucidum H.B.K. (Plowman and Rivier, 1983)
E. macrocnemium Mart. (Plowman and Rivier 1983)
E. panamense Turcz. (Aynilian et al., 1974)
E. pegeterianum St. Hil. (Aynilian et al., 1974)
E. pulchrum St. Hil. (Aynilian et al., 1974)
E. recurrens Huber (Plowman and Rivier, 1983)
E. rotundifolium Lunan (Plowman and Rivier, 1983)
E. shatona Macbride (Plowman and Rivier, 1983)
E. steyewnarkii Plowman (Plowman and Rivier, 1983)
3.6 USOS MEDICINALES DE LA COCA
Garcilaso de la Vega (1609) se refiere a la hoja de coca:
“ ... Ella preserva el cuerpo de muchos males y los médicos la uti-
lizan bajo forma de polvo para evitar que las heridas se infecten,
para ayudar la soldadura de los huesos fracturados.
Y sí ella es tan eficaz para las enfermedades externas,
con propiedades inexplicables, que bien deben
hacer a las entrañas de los que las mascan? … ”
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Weil A.T. (1981), Biondich A.S. y col. (2015-2016), Restrepo- Saenz 
y col (2019), Bauer (2019), Conzelman y col (2016) y otros hacen una 
revisión sobre los usos medicinales de la coca. 
La coca es una planta medicinal milenaria que ha sido empleada a 
través de los tiempos por los indígenas sudamericanos para tratar ciertas 
dolencias como así también como estimulante.
El uso de esta planta en la medicina moderna ha llegado a través de 
los conocimientos etnomédicos ya sea relatos de los consumidores lo-
cales o de la experiencia de personas que se dedican a curar enfermeda-
des, poco son los estudios científicos modernos que han corroborado el 
verdadero valor medicinal de esta planta. Escaso es el conocimiento 
sobre las interacciones entre los constituyentes químicos de la hoja de 
coca, si bien en general es a los alcaloides de la coca a los que se les atri-
buye sus efectos (Restrepo y col. 2019).
González-García Kethia y col (2005) solo encuentran 22 publica-
ciones referidas a temas etnomédicos de las Erythroxylum desde los años 
1940 a 2004 prueba del bajo estudio científico que se ha hecho del gé-
nero Erythroxylum en general.
González-García Kethia y col (2005) mencionan: “Las principales 
propiedades etnomédicas atribuidas a este género son: estimulantes 
(12,6%), inducción de euforia (10,8%) y contra la fatiga (10,8%), el 
alivio de la sensación del hambre (10,8%), problemas estomacales 
(4.5%), cefaleas y dolor de garganta (3,6%). También las especies de 
este género se han utilizado contra la fiebre, los desórdenes hepáticos y 
renales, como anestésico local, afrodisíaco, antihemorrágico, anti-infla-
matorio, cicatrizante, alimenticio entre otras”. Estas características del 
género Erythroxylum se refieren sobre todo a las especies coca y novo-
granatense y sus cuatro variedades.
La forma más frecuente de administración es a través de infusiones 
o decocciones. Las hojas secas (72%) son los órganos de la planta más 
utilizados, siguiendo las hojas frescas (15%) y en menor medida apare-
cen registradas el conjunto de hojas y ramas (3%); las frutas frescas 
(2%); las raíces secas (2%) y en menor frecuencia, el uso de la madera 
del tronco y el material seco de la corteza, las ramas y los frutos.
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3.6.1 Tratamiento síntomas gastrointestinales y salud oral.
En la medicina andina tradicional, la coca se usaba para aliviar úl-
ceras, lesiones, espasmos y dolores del tracto gástrico, náuseas y diarrea. 
La coca se dice ayuda a asimilar más nutrientes de los alimentos. 
Las hojas de coca también se aplican comúnmente a las llagas en la 
boca porque se cree que promueven la curación de las lesiones orales. 
Se usan tanto para aliviar el dolor de muelas como profiláctico para 
mantener los dientes blancos y resistentes a las caries.
Weil A.T. (1981) mencionó que la cocaína y otros alcaloides de la 
coca, pertenecen a la serie de tropanos y pueden ejercer algunos efectos 
atropínicos sobre los músculos lisos y las glándulas. 
Weil A.T. (1981) y otros han especulado que la acción anestésica 
tópica de los alcaloides de la coca puede alterar los circuitos de retroa-
limentación negativa entre el sistema nervioso central y el tracto diges-
tivo que generan estos síntomas, mejorando así las secreciones, relajan-
do los músculos digestivos y regulando la acidez.
3.6.2 Efectos sobre el rendimiento, disminución del apetito, efec-
tos metabólicos y cardiovasculares.
Uno de los efectos mejor conocidos de la masticación de las hojas 
de coca es el aumento del rendimiento físico. Los estudios de Casikar 
V. y col. (2010), mostraron que durante el ejercicio físico moderado hay 
acumulación de glucosa, pirúvico y glicerol en los mascadores de hoja 
de coca, y proponen una inhibición por las hojas de coca del camino 
glicolítico de la glucosa a nivel de la Pyruvate Dehydrogenase (origi-
nando la acumulación de glucosa y pirúvico) y del camino oxidativo del 
glicerol produciendo la acumulación de éste. El cuerpo emplea entonces 
como fuente de energía la grasa que se hidrolizará a glicerol y ácidos 
grasos, éstos últimos entran al ciclo de Krebs por beta-oxidación dando 
la energía necesaria para el ejercicio. El cambio de la glucólisis a la li-
pólisis es una adaptación a niveles bajos y prolongados de actividad y 
al uso eficiente de las fuentes de energía. Es posible que las hojas de 
coca tengan adaptógenos, que son capaces de influir en el cambio de-
pendiendo del nivel de actividad. Los autores sugieren que el efecto de 
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mascar hojas de coca sea probablemente del contenido de flavonoides 
de la hoja y no de su contenido en cocaína.
Estos cambios en la homeostasis de la glucosa podrían explicar 
también la menor sensación de hambre de los indígenas andinos (Bion-
dich A.S. y col 2016 y Weil A.T. 1981) y según Weil A.T. (1981) el uso 
de la coca ayudaría en los regímenes de control de peso, así como, po-
tencialmente, el control de la diabetes.
La policitemia es la respuesta del organismo al incremento de la 
altura debido a la disminución de la presión parcial del oxígeno en el 
aire, los dos síntomas de la policitemia son la fatiga y el dolor de cabe-
za. El hombre andino vive a más de 2000 msnm y el mascado de hojas 
de coca también se cree sería favorable para esta patología ya que está 
asociado a un mejor flujo sanguíneo por una disminución en la viscosi-
dad de la sangre. Fuchs A. y col. (1978), propuso que esto puede deber-
se al comportamiento de los alcaloides de la coca, similar a la atropina, 
que reduce temporalmente la tasa de producción de glóbulos rojos (por 
inhibición de la eritropoyesis) al deprimir la coca áreas críticas del hi-
potálamo posterior; esta zona está también relacionada con la sensación 
del hambre y sed que precisamente estaría también controlada en el 
hombre andino por el mascado de hojas de coca. La hipótesis de Fuchs 
A. y col. (1978) requiere mayores estudios para su comprobación dado 
que los bajos niveles de hematocrito y hemoglobina hallados en los 
mascadores de hoja de coca nativos de la zona andina pueden deberse 
también a un estado de malnutrición o a infección parasitaria por anqui-
lostomas.
El uso de la coca produce también una menor pérdida del calor por 
la acción vasoconstrictora de sus constituyentes, el hombre andino re-
porta una acción protectora contra el frío al mascar hojas de coca.
3.6.2.1 Otros usos.
La coca podría aumentar el rendimiento sexual a través de sus 
efectos sobre el metabolismo de la glucosa, el estado de ánimo y el flu-
jo sanguíneo relacionado con sus alcaloides, flavonoides y contenido de 
nutrientes.  Zanolari y col. (2003) mencionan que también otras especies 
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de Erythroxylum son empleadas como afrodisíacas. La corteza de dos 
plantas endémicas de Brasil E. vacciniifolium y E. catuaba son usadas 
para mejorar el rendimiento sexual por los indígenas locales y como 
remedio para el tratamiento de la disfunción eréctil.
La coca podría ser empleada para ciertos trastornos mentales co-
mo la depresión, por sus efectos que mejoran el estado de ánimo Weil 
(1981). Se hipotetiza que la coca podría ser también empleada para los 
tratamientos del déficit de atención y trastorno de hiperactividad (AD-
HD) con similares beneficios a los tratamientos actuales con el metilfe-
nidato y las anfetaminas, la coca contiene varios estimulantes de la fa-
milia del tropano. También el uso de la coca está propuesto para el 
tratamiento a la adicción de estimulantes (Restrepo y col 2019). Todas 
propuestas que requieren de estudios científicos para ser corroboradas.
Uso nutricional: el uso de la harina de coca (hojas finamente divi-
didas) en la preparación de panes, tortas, pastas y otros es conocido 
especialmente en Bolivia, para aumentar el aporte de vitaminas y mine-
rales en los alimentos. Particularmente, la hoja de coca contiene canti-
dades significativas de proteínas, carbohidratos, fibra, minerales (espe-
cialmente calcio, fósforo y hierro) y vitaminas, como tiamina, riboflavina 
y caroteno. Pero no hay todavía un estudio científico que pueda avalar 
que los minerales y vitaminas de las hojas sean asimilados por nuestro 
cuerpo, en especial cuando la hoja es mascada porque la misma es tira-
da y no tragada lo que obstaculiza la total absorción además hay quienes 
cuestionan la biodisponibilidad de los nutrientes de la coca por la pre-
sencia de inhibidores de absorción que existen en vegetales verdes como 
las hojas de coca. (Conzelman y col. (2016), Restrepo y col. (2019). 
Penny y col. (2009) en sus estudios concluyeron que además del proble-
ma de seguridad derivado del contenido de alcaloides tóxicos y su efec-
to anoréxico, no encontraron que las hojas de coca tengan una ventaja 
nutricional sobre otras hojas, como el orégano, el perejil o el cilantro. 
Además, la presencia de inhibidores puede limitar la biodisponibilidad 
de micronutrientes y reducir aún más cualquier potencial nutricional de 
hoja de coca.
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3.7 MASCADO DE LA HOJA DE COCA
La masticación de la hoja de coca o más conocido como el aculli 
(un término derivado del verbo aymara akhulliña y en español como 
mascar), es la manera más conocida del uso de la hoja de coca, la mayor 
divergencia se da en la coca amazónica donde la coca se consume como 
polvo. En realidad, las hojas no se mascan, sino que se chupa el líquido 
humedecido de las hojas para extraer los jugos, que lentamente gotean 
en el estómago. Se colocan varias o de a una a la vez y se humedecen 
lentamente con saliva. Con la saliva se hacen flexibles y se van acomo-
dando entre la mandíbula y la mejilla y se va formando un bolo en un 
lado de la boca. Es conveniente cortar el pecíolo de la hoja para que no 
lastime las encías o la mejilla.
Según Plowman T. (1985), durante las primeras etapas de la masti-
cación, todas las variedades de coca son claramente amargas debido a 
la presencia de alcaloides, principalmente cocaína. Esta amargura se 
contrarresta mediante la adición de una sustancia alcalina, como cal en 
polvo o cenizas, o incluso bicarbonato de sodio entre masticadores no 
nativos. La cal en polvo se transporta tradicionalmente en una pequeña 
botella de calabaza y se agrega al líquido con un cazo o palo delgado. 
El álcali no solo “endulza” la masticación, sino que también potencia 
notablemente sus efectos, tanto para adormecer las mejillas y la lengua 
(a través del efecto anestésico de la cocaína) como para aumentar el 
efecto estimulante. Dosis adicionales de álcali se agregan periódicamen-
te al líquido para mantener su efecto en la masticación; se pueden agre-
gar más hojas hasta que el bolo alcance un tamaño óptimo para el mas-
ticador.
La cantidad de tiempo que el bolo de coca se mantiene en la boca 
varía, dependiendo del usuario individual, de aproximadamente 30 a 90 
minutos o hasta 2 horas, después de lo cual el bolo gastado, (ha perdido 
su sabor) o jach’u, es eliminado. La cantidad de coca masticada también 
varía según el gusto individual y la disponibilidad, que generalmente 
varía de 25 a 75 gramos de hojas por día con un promedio de aproxima-
damente 50 gramos. En Argentina es variable la cantidad mascada por 
día, puede ser mucho menor a la reportada por Plowman 1985 e incluso 
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puede no mascarse todos los días.
En América del Sur, se usan varias palabras para denotar la masti-
cación de coca: mambear (Colombia); chacchar, acullicar, pijchear (Pe-
rú, Bolivia); coquear y mascar (general).
Las hojas de coca que se mastican deben ser previamente secadas 
y este procedimiento varía entre las especie y variedades de Erythroxylum. 
Plowman T. (1984) describe detalladamente este proceso (Tabla 3-4).
Tabla 3-4 (Parte 1): Forma de secado de las hojas de coca.
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3.7.1 Sustancias alcalinas adicionadas a las hojas de coca.
Las hojas de coca en general son mascadas con el agregado de sus-
tancias alcalinas o de otros aromatizantes o potenciadores de la masti-
cación. El agregado de estas sustancias es muy antiguo.
Los aditivos alcalinos a la coca son de dos tipos básicos: cenizas de 
plantas y cal de piedra caliza, conchas o huesos quemados. Según la 
zona se usan los distintos tipos de álcalis, según Plowman (1984), en la 
mitad norte de los Andes se emplea la cal, en la mitad sur y en la cuen-
ca del Amazonas predominan las plantas, en las zonas costeras, como la 
costa caribeña de América del Sur, la costa del Pacífico del Perú, las 
conchas son la fuente alcalina preferida, están fácilmente disponibles. 
En el interior de Colombia y en partes de los Andes del norte de Perú, 
se recogen rocas calizas de áreas conocidas y horneadas para hacer una 
Tabla 3-4 (Parte 2): Forma de secado de las hojas de coca.
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cal en polvo que se denomina “mambe” en Colombia y “ishku” en Perú. 
River L. (1981) determinó en 17 sustancias alcalinas empleadas en 
el mascado de la hoja de coca: Tocra de Quinua (Chenopodium quinoa 
Willd); Tocra de Platano (Musa sp. roots); Llipta de haba (Vicia faba L.); 
Llipta de Quinua; Cal de piedra; Tocra de Toknay; Llipta de Cañihua 
(Chenopodium pallidicaule Aellen); Cal de Mariscos; Cal de Turjillos 
entre otros) un pH en un rango de 10 a 11 en llipta hecha de tallos de 
quinua a mayor de 12.6 en cal hecha de conchas marinas. La composi-
ción química de estas sustancias alcalinas es poco conocida y no es 
constante, en general tienen CaC03, MgC03, KHC03, sulfato, cloruro y 
fosfato.
El empleo de sustancias alcalinas durante el mascado facilita la li-
beración de la cocaína como base, del conjugado con ácido en la planta. 
La hidrólisis de la cocaína, por el empleo de sustancias alcalinas, cuan-
do se incubaron hojas de coca al pH de las sustancias alcalinas no exce-
dió el 17% después de 1h a 37ºC.
En Argentina es común el empleo de bicarbonato de sodio como 
sustancia alcalina y de la yista o llipta. Imagen 3-5.
El Chamairo es una enredadera Mussatia hyacinthina (Standi.), que 
también suele emplearse para agregarse al bolo de hoja de coca, como 
saborizante y edulcorante. La pasta de tabaco también es usada por al-
gunas tribus de las amazonas o de Perú.
Imagen 3-5: Yista o llipta. (Fuente: Semanario Nueva Propuesta-Salta-modificada)
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LA QUÍMICA DE LA 
PLANTA DE COCA
“El verdadero signo de la inteligencia 




En este capítulo nos introduciremos en la química de la planta de 
coca. Sin lugar a dudas Erythroxylum coca y Erythroxylum novograna-
tense son conocidas por el alcaloide cocaína, pero hay otros alcaloides 
que pertenecen a los núcleos de tropanos, pirrolidinas y piridinas que 
son sintetizados por las Erythroxylum además de una variedad de calis-
teginas, terpenoides y compuestos fenólicos (flavonoides, taninos y áci-
dos aromáticos). (Restrepo (2019), Conzelman (2016), Jenkins (1996))
A los fines de esta tesis nos centraremos en este capítulo en la bio-
síntesis y las propiedades fisicoquímicas de la cocaína, higrina, cusco-
higrina, cinamoilcocaína, metilecgonina que serán completadas en el 
capítulo 5 y su obtención a partir de las hojas de coca, esto nos dará las 
bases para interpretar por qué la higrina y cuscohigrina no son co-ex-
traídas con la cocaína en el proceso clandestino de obtención de clorhi-
drato de cocaína a partir de las hojas de coca y por qué la cinamoilco-
caína es un indicador secundario de mascado de hojas de coca y no 
puede ser considerado en el mismo nivel que la higrina y cuscohigrina, 
además de la interrelación que existe entre ellas en la biosíntesis y su 
distribución en el arbusto de coca siendo su mayor concentración en la 
hoja de coca. Cómo se origina el “Paco” o “Basuco”, deshechos de pas-
ta base fumables en la producción ilegal de la cocaína será otro tema de 
interés, debido a que la población de consumo de coca fumable (“paco”) 
en la Argentina ha tenido un incremento importante en los últimos años, 
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por lo que comprobar que estos consumidores pueden ser también dife-
renciados por el empleo de los alcaloides pirrolidínicos propuestos: hi-
grina y cuscohigrina es también uno de los objetivos de este estudio.
 Todos estos compuestos tienen en común que son alcaloides. Está 
fuera del alcance de esta tesis explicar los mecanismos de acción de los 
alcaloides que se discutirán en este capítulo.
4.2 ALCALOIDES DERIVADOS DEL AMINOACIDO L-OR-
NITINA
La definición de qué es un alcaloide es compleja y según Aniszews-
ki T. (2007) pueden darse definiciones desde el punto de vista de la 
biología, la medicina y la química todas ellas muy similares entre sí. La 
definición de Winterstein y Tier tal vez pueda resumir que es un alcaloi-
de: 
1. Compuesto con mayor o menor toxicidad, que actúa principal-
mente sobre el sistema nervioso central (SNC).
2. Son de carácter básico (por su estructura química, por eso su 
nombre de alcaloides y amargos al sabor)
3. Poseen un nitrógeno heterocíclico.
4. Son sintetizados a partir de aminoácidos o sus derivados inme-
diatos (procesos de transaminación).
5. Tienen una distribución limitada en la naturaleza.
Los alcaloides son solo ligeramente solubles en agua, pero soluble 
en etanol, benceno, éter y cloroformo esto es de importancia desde el 
punto de vista químico.
Los alcaloides se clasifican según la molécula precursora que les da 
origen.




A los fines de esta tesis solo nos referiremos al grupo 1(Alcaloides 
verdaderos).
Los alcaloides verdaderos según Aniszewski T. (2007):
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Derivan de aminoácidos y comparten un anillo heterocíclico con 
nitrógeno. 
Son sustancias altamente reactivas con actividad biológica incluso 
en dosis bajas.
Tienen un sabor amargo y aparecen como un sólido blanco, con la 
excepción de la nicotina que es un líquido marrón.
Forman sales solubles en agua. Además, la mayoría de ellos son 
sustancias cristalinas bien definidas que se unen con ácidos para formar 
sales.
Pueden aparecer en plantas en un número limitado de especies y 
familias, y se los encuentra: en estado libre, como sales y como N-óxi-
dos.
Son aquellos compuestos en los que los aminoácidos descarboxila-
dos se condensan con un resto estructural no nitrogenado. 
Los precursores primarios de alcaloides verdaderos son aminoácidos 
proteicos como: l-lisina, l-fenilalanina, l-tirosina, l-triptófano y l-histi-
dina y aminoácidos no proteicos como la l-ornitina.
Como regla los aminoácidos proteicos, con sus precursores y post-
cursores en diferentes vías, con o sin reacciones de transaminación, ge-
neralmente son sustratos para los alcaloides. La ornitina si bien es un 
aminoácido no proteico, su precursor es el l-glutamato (en plantas) y la 
l-arginina (en animales, en el ciclo de la urea), o sea la ornitina es el 
postcursor del aminoácido proteico l-glutamato (en plantas), por lo que 
cumple la regla de estar conectada a un aminoácido proteico.
Cocaína, higrina, cuscohigrina y cinnamoilcocaína pertenecen al 
grupo de los alcaloides verdaderos y son derivados del aminoácido l-or-
nitina.
En la Erythroxylum coca y novogranatense hay muchos alcaloides 
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derivados de la l-ornitina: cocaína, ecgonina, cinamoilcocaína, truxilli-
nas, metilecgonina, tropina, higrina, hygrolina y cuscohigrina.
La síntesis de alcaloides a partir de la l-ornitina va a dar origen a 
tres grupos de alcaloides: Tabla 4-1.
1. Alcaloides de la pirrolidina o del pirrol.
2. Alcaloides del tropano.
3. Alcaloides de la pirrolizidina.
Tabla 4-1: Alcaloides derivados de la L-ornitina.
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A los efectos de esta tesis nos dedicaremos al camino de la biosín-
tesis de los alcaloides derivados de la pirrolidina y del tropano.
La l-ornitina da origen al núcleo C4N que es el de las pirrolidinas 
del cual se originan la HIGRINA Y CUSCOHIGRINA. El núcleo C4N 
está también contenido en el núcleo de los alcaloides del tropano como 
COCAÍNA, METILECGONINA Y CINAMOILCOCAÍNA.
Como se observa en la Figura 4-1 se detalla el núcleo de estos al-
caloides y ejemplos de los alcaloides que se sintetizan. 
Los alcaloides de tropano consisten en más de 200 compuestos, 
Kohnen-Johannsen, K.L y col (2019) describen que los más importantes 
compuestos que contienen al núcleo del tropano son la cocaína (Figura 
4-2), algunos otros son muy conocidos como la atropina y escopolami-
na y las calisteginas.
Las reacciones de esterificaciones e hidroxilaciones que dan origen 
a estos alcaloides a partir del núcleo del tropano, son reacciones que 
ocurren comúnmente en la naturaleza.
Los alcaloides que contienen el núcleo de la pirrolidina y tropano 
son muy activos biológicamente especialmente como neurotransmisor. 
La cocaína tiene efectos sobre zonas a nivel del sistema nervioso central, 
es un inhibidor de la recaptación de la norepinefrina, serotonina y dopa-
Figura 4-1: Origen del anillo pirrolidín y su inclusión
en el anillo del tropano.
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mina, también ejerce su acción sobre receptores colinérgicos muscarí-
nicos.
Según Schmidt y col (2015) los efectos fisiológicos de estos com-
puestos se han atribuido a diversas características del esqueleto del tro-
pano y sus sustituyentes. El átomo de nitrógeno metilado imita el de la 
acetilcolina y por lo tanto, conduce a la inhibición de los receptores de 
acetilcolina muscarínicos. La unión a los receptores de dopamina está 
mediada por la estereoquímica de los sustituyentes en las posiciones 
C-2 y C-3, siendo la afinidad más fuerte encontrada para estos compues-
tos los que contienen un anillo aromático conectado directa o indirecta-
mente a la posición 3. Esto a su vez explica por qué la cocaína exhibe 
propiedades anestésicas y euforigénicas.
Al igual que otros metabolitos secundarios de las plantas, los alca-
loides de tropano tienen una distribución dispersa en las plantas angios-
permas, se los reporta en siete familias, incluidas las Proteaceae, Con-
volvulaceae, Brassicaceae, Euphorbiaceae, Rhizophoraceae, Solanaceae 
además de las Erythroxylaceae a las cual pertenece la E.coca y E. novo-
granatense . Muchas de estas familias son taxonómicamente distantes la 
una de la otra. Por ejemplo, Erythroxylaceae y Solanaceae son miembros 
de clados completamente diferentes, y se cree que el último antepasado 
común vivió hace aproximadamente 120 millones de años. 
La distribución desigual de los alcaloides tropanos en las angios-
permas y las distancias evolutivas entre las familias que los sintetizan, 
sugieren dos hipótesis alternativas: ya sea la capacidad de producir al-
caloides de tropano ha surgido independientemente en múltiples linajes 
Figura 4-2: Núcleo del tropano y cocaína.
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de plantas, o bien que el camino de la biosíntesis de los alcaloides del 
tropano estuvo presente en un ancestro común en las angiospermas y 
posteriormente se perdió. Determinar qué hipótesis es correcta puede 
ayudar a explicar por qué muchos otros grupos de metabolitos secunda-
rios también tienen distribuciones dispersas entre las angiospermas. 
(Zuanazzi y col 2017).
4.3 BIOSINTESIS DE HIGRINA, CUSCOHIGRINA, COCAÍ-
NA Y CINAMOILCOCAÍNA.
Los diferentes alcaloides que provienen del tropano (cocaína, esco-
polamina, hiosciamina, las calisteginas y otros) y de la pirrolidina (hi-
grina y cuscohigrina) comparten un común precursor en sus síntesis que 
es el catión N-metil- Δ1-pirrolinium.
La biosíntesis de la higrina, cuscohigrina, cocaína y cinamoilcocaí-
na se inica con los aminoácidos ornitina y arginina. En las plantas la 
ornitina y arginina se forman a partir del glutamato. 
Para formar putrescina (Figura 4-3) la ornitina es decarboxilada 
por la ornitindecarboxilasa (EC 4.1.1.17-ODC) (dependiente de piridoxal 
fosfato) y la arginina seguirá tres pasos: una decarboxilación a agman-
tina por la arginina decarboxilasa (EC 4.1.1.19 – ACD), luego una hi-
drólisis de la función imino por la agmantina deiminasa (EC 3.5.3.12 
-AIH) y finalmente la hidrólisis de la urea que es catalizada por la N-car-
bamoilputrescina amidasa (EC 3.5.1.53- CPA). (Kohnen-Johannsen 
2019).
Figura 4-3: Formación de putrescina. (Kohnen-Johannsen 2019)
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La putrescina (Figura 4-4) 
es metilada a N-metilputrescina 
por la S-Adenosilmetionina 
(SAMe) y la putrescina N-metil 
transferasa (Biastoff 2009), en 
esta reacción el sulfuro positivo 
de la SAM facilita la reacción 
nucleofílica del grupo amino de 
la putrescina. La N- metilpru-
trescina por la actividad de la 
diamina oxidasa se convierte en 
N-metilamino butanal, el cual 
se cicla espontáneamente en el 
catión N-metil-Δ1-pirrolinium 
(en medio ácido, previo a la for-
mación del 2-hidroxil-l-metil-
pirrolidina) que dará origen al 
anillo de pirrolidina de la HI-
GRINA y de los alcaloides del 
tropano como cocaína, metile-
cgonina, cinamoilcocaína y a 
otros alcaloides como la nicotina y calisteginas.
4.3.1 Biosintesis de higrina y cuscohigrina
A partir del catión N-metil- Δ1-pirrolinium con dos unidades de 
acetil CoA dará origen a la higrina y a partir de una segunda condensa-
ción de un nuevo anillo de pirrolinium se originaría la cuscohigrina. 
(Talapatra S.K. y col (2015)) (Figura 4-5)
Figura 4-4: Formación del catión N-metil- 
Δ1- pirrolinium. (Kohnen-Johannsen 2019)
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Higrolina y pseudohigrolina alcaloides derivados del pirrol fueron 
también descritos en Erytrhoxylum coca. (Bath Ch. y col (2011)) (Figu-
ra 4-6)
4.3.2 Biosíntesis de metilecgonina, cocaína y cinamoilcocaína.
Según Jirschitzka y col (2012) y Kohnen-Johannsen (2019) la for-
mación del segundo anillo de los alcaloides del tropano está sujeta a 
discusión.
Una hipótesis (Figura 4-7) es que el catión N-metil- Δ1-pirroli-
nium (9) se condensa con acetoacetato (21) dando origen a higrina (23) 
y a un intermediario beta ceto éster (22) desde el cual se originaría la 
cocaína (17) (Leete 1991).
Figura 4-5: Biosíntesis de la higrina y de la cuscohigrina, a partir del carbanión 
que se forma previo a formar higrina (Talapatra S.K. y col. 2015)
Figura 4-6: Estructura química de la higrolina y pseudohigrolina.
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La otra hipótesis (Figura 4-8) (Leete 1991), que sería la más pro-
bable en la que  el catión N-metil- Δ1-pirrolinium reacciona con dos 
moléculas de acetil coenzima A (o malonil-CoA) para dar origen al áci-
do l-metil-2-pirrolidinil-3-oxobutanoico, luego al  éster de la metilecgo-
nona CoA  que da lugar al 2-carbomethoxy-3- tropinona, una reducción 
estereospecífica catalizada por la enzima metilecgonona reductasa (Me-
cgoR) de este ceto éster da lugar a la metilecgonina. La metilecgonina 
es luego esterificada con benzoil-CoA para dar lugar a la cocaína y con 
la cinamoil-CoA a la cinnamoilcocaína, ambas aciltransferasas reaccio-
nes son catalizadas por la enzima cocaína sintetasa (Schmidt y col 2015).
Figrua 4-7: Formación de intermediario
beta ceto éster (22) y cocaína (17). (Leete 1991)
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4.3.3 La tropinona punto en común en la sintesis de la higrina 
y cocaína. 
La Figura 4-9 (Giglioli-Givarc´h, N 2013) muestra la síntesis de 
higrina (un pirrolidin alcaloide) y de los tres mayores grupos de los al-
caloides del tropano (cocaína, hiosciamina/escopolamina y calisteginas) 
a partir del catión N-metil- Δ1-pirrolinium. A partir de higrina y del 
éster intermediario Ecgonona CoA (que da de origen a la metilecgonina 
y cocaína del género Erytrhoxylum) se forma un intermediario común 
la tropinona. La tropinona da origen a las calisteginas y a los alcaloides 
del tropano hiosciamina y escopolamina de la familia de las solanáceas 
(Atropa belladona, Datura stramonium). La ruta biosintética del tropano 
en la coca difiere de la ruta en plantas solanáceas en que la descarboxi-
lación en la posición 2 no ocurre y en su lugar el grupo carboxi se este-
rifica con metilo para formar 2-carboximetil-3-tropinona (metilecgono-
na). (Restrepo 2019)
Figura 4-8: Biosíntesis de cocaína y cinamoilcocaína. (Leete 1991)
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La cuscohigrina que se origina a partir de la higrina es un importan-
te alcaloide de la Atropa Belladona (Baralle y col 1969) además de estar 
presente en la Erytrhoxylum coca y Erytrhoxylum novogranatense, en 
consecuencia, higrina y cuscohigrina son alcaloides presentes en especies 
distinta que la Erythroxylum.
Durante muchos años, se pensó que la higrina era un intermedio 
directo en la síntesis del tropano (basado en estudios de alimentación), 
pero estudios más recientes que usan isótopos estables demuestran que 
los resultados anteriores son debido a artefactos. (Restrepo 2019)
 
4.4 CONTENIDO DE ALCALOIDES EN LA PLANTA DE 
ERYTRHOXYLUM
Johnson (1996) realizó un estudio del contenido de alcaloides en 
diferentes partes de la Erythroxylum coca var coca en plantas que cul-
Figura 4-9: Biosíntesis de tropinona. (Giglioli-Givarc´h, N 2013)
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tivó en invernadero y concluyó que:
La fase juvenil de la Erythroxylum coca cultivada cerca de 39 ° 01' 
54'' N (latitud) 76 ° 55' 63'' W (longitud) culminaba para dar inicio a la 
fase adulta después de 14 meses o 9 meses de crecimiento después de la 
germinación, cuando las hojas son cortadas debido a condiciones am-
bientales o eliminadas por el hombre. El corte de las hojas de Erytrho- 
xylum coca en condiciones de invernadero puede hacerse tres veces por 
año, pasando la planta del desarrollo vegetativo al reproductivo sucesi-
vamente.
El análisis de las distintas partes de la flor abierta de Erythroxylum 
coca muestra que la concentración de cocaína es similar en todas ellas 
(Tabla 4-2). El perianto (pétalos y sépalos) tiene menor concentración 
de higrina, tropinona, metilecgonina, cinnamoilcocaína que las otras 
partes de la flor. La cuscohigrina no es detectable en ninguna parte de la 
flor analizada (Johnson 1996).
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Las yemas florales inmaduras tenían un contenido de alcaloides más 
alto que los segmentos de rama con yemas florales en reposo y que las 
secciones de rama sin botones o yemas florales (Tabla 4-3). El bajo 
contenido de alcaloides en las secciones de las ramas adyacentes a las 
ramas que contienen yemas florales en reposo y yemas inmaduras (Tabla 
4-3) puede indicar el transporte a las regiones de nuevo crecimiento, es 
decir, yemas florales, flores, yemas terminales y hojas jóvenes.
La cuscohygrina, es un alcaloide solo detectado en hojas jóvenes de 
E. coca. No se detectó en ninguna de las otras partes de la planta de 
coca analizadas (Johnson 1996).
Tabla 4-2: Concentración de alcaloides en la flor abierta de Erythroxylum coca.
(EMANUEL L. JOHNSON-Phytochemistry, Vol. 42, No. 1, pp. 35-38, 1996)
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Johnson y col (1994) cuantificaron el contenido de cocaína, metil- 
ecgonina, higrina, tropinona, trans y cis cinnamoilcocaína, cuscohigrina, 
tropacocaína en el desarrollo de hojas de E. coca desde el brote hasta la 
semana 36 encontrando: (TABLA 4-4)
Tabla 4-3: Concentración de alcaloides en distintos estadíos de desarrollo de 




El contenido de alcaloides de la hoja de coca de Erytroxylum coca 
va a depender del medio ambiente donde crece, de la forma en la cual 
es almacenada la hoja de coca y del método de extracción que se emplee. 
La hoja de coca cambia su color de un verde oscuro a dorado y final-
mente amarillo, las hojas retienen clorofila hasta la semana 20 aproxi-
madamente.
El mayor contenido de alcaloides de la hoja de Erytroxylum coca 
se halló a los 7 días cuando la hoja se encuentra todavía enrollada. Esto 
podría ser justificado por el efecto insecticida que le fue descrito a la 
cocaína y su aptitud de defensa en el momento más inofensivo de la 
hoja.
El contenido de cocaína fluctúa entre la semana 5 a la 9 (0,60%) y 
luego cae lentamente hasta valores de 0,39% en la semana 36. La me- 
tilecgonina sigue un patrón similar al de la cocaína, siendo esta un pre-
cursor necesario para la síntesis de la cocaína por benzoilación.
Higrina y cuscohigrina poseen concentraciones muy por encima de 
la cocaína hasta la semana 5, luego declinan su concentración lentamen-
te hasta alcanzar valores cercanos a 0,2 % aproximadamente.
Tabla 4-4: Contenido de alcaloides de la hoja de coca a distintos tiempos.
(JOHNSON E. et al Annals of Botany 73: 645-650, 1994)
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La tropinona y tropacocaína tiene sus valores más altos en las hojas 
de 7 días, luego de la semana 1 caen sin tener mayores fluctuaciones. 
Son los alcaloides de menor concentración en todo el proceso de desa-
rrollo de la hoja 
Trans-cinnamoilcocaína tiene su concentración mayor a los 7 días 
en la hoja de E. coca, luego fluctúa para hacer un pico en la semana 31, 
siendo su concentración muy por encima del resto de los alcaloides. La 
cis-cinnamoilcocaína a diferencia de los otros alcaloides tiene menor 
concentración en las hojas enrolladas que en hojas expandidas.
Johnson E.M. (1995) determinó que el contenido de alcaloides de 
la hoja de E.coca no era homogéneo y  difería dependiendo del alcaloi-
de: cocaína, metilecgonina e higrina fueron más altos en la periferia de 
la hoja de coca (0,48%; 0,46% y 0,32% respectivamente). Trans-cina-
moilcocaína fue más abundante en el pecíolo (0,24%). Cis-cinamoilco-
caína, tropinona, cuscohigrina y tropacocaína (0,14%; 0,004%; 0,16% 
y 0,04% respectivamente) se distribuían ubicuamente en la hoja.
Casale, J. y col. (1993) mencionaron que el contenido de alcaloides 
de Erythroxylum coca var. coca tiene un promedio de 0,8% de cocaína 
(rango 0,3% a 1,5%), 10% a 15% de trans y cis cinamoilcocaína y 2% 
a 3% de truxilinas referidos a la cocaína. La Erythroxylum coca var. 
ipadu tiene menor concentración de cocaína que la var. coca, aproxima-
damente 0,25% y bajo porcentaje de cinamoilcocaínas 2% referidos a la 
cocaína y no detectable cantidad de truxilinas. Erythroxylum novogra-
natense var. novogranatense tiene un contenido similar en cocaína (me-
dia 0,8%) que la Erythroxylum coca var. coca, pero un mayor porcenta-
je de cinamoilcocaína y truxilinas, en el rango de 40% a 60% referido a 
la cocaína. La Erythroxylum novogranatense var. truxillense (cultivada 
en la zona noroeste de Perú) tiene un contenido similar de alcaloides que 
la Erythroxylum novogranatense var. novogranatense. La Erythroxylum 
novogranatense var. truxillense fue cultivada por mucho tiempo para ser 
utilizada en la fabricación de bebida gaseosa y por no tener un gusto 
amargo es también de elección para su mascado.
Penny M.E. y col (2019) reportaron el contenido de alcaloides de 
ocho muestras de Erythroxylum coca var. coca de diferentes regiones de 
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Perú e informa la presencia de anhidroecgonina metil ester en una con-
centración media de 0,02 +/- 0,01 g/100 g de hoja seca. Anhidroecgoni-
na metil ester también fue identificada por Jenkins, A.J y col (1996) en 
té de coca proveniente de Perú y Bolivia, el análisis de tazas de té pre-
parada de un saquito de hojas de coca provenientes de Perú y Bolivia, 
encontraron, además: cocaína (el alcaloide mayoritario), benzoilecgoni-
na, metilecgonina y trans-cinamoilcocaína. En ambos trabajos las me-
diciones de anhidroecgonina metil éster fueron realizadas por CG/MS. 
Zytowski E. (2018) reportó en cuatro (4) saquitos de té comercial y en 
cuatro (4) muestras de  hojas de coca, concentraciones  de AEME en un 
rango de 29-517 mg/100g y de 37-72 mg/100g respectivamente, em-
pleando para su medición LCMSMS.
4.5 OBTENCION DE COCAÍNA A PARTIR DE LAS HOJAS 
DE ERYTRHOXYLUM
Según Casale, J. y col. (1993) y United Nations Office on Drugs and 
Crime (UNODC-2012) la forma de producción de cocaína ilícita tendría 
tres etapas:
1. Extracción (desde las hojas de coca a pasta de coca).
2. Purificación (de pasta de coca que pasa a coca base).
3. Conversión (de coca base a clorhidrato de cocaína).
Por ser un procedimiento clandestino, no hay un único método de 
obtención de la pasta de coca, base y clorhidrato de cocaína, hay una 
gran dispersión entre laboratorio y laboratorio en especial de los insumos 
químicos empleados, que varían tratando de adecuarse a los controles 
de químicos, los cambios de metodologías para abaratar los costos y, 
además, los diferentes pasos se realizan en distintos lugares separados 
la mayoría de las veces por largas distancias.
4.5.1. Obtención de la pasta de coca a partir de las hojas de coca.
 Puede obtenerse por las técnicas de:
a. Extracción por solventes- Figura 4-10.
b. Extracción ácida- Figura 4-11.
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a. La técnica de extracción por solventes es la “tradicional” en paí-
ses como Perú, Colombia y Ecuador. Las hojas son cortadas y maceradas 
con agua y un compuesto alcalino para asegurarse la liberación de los 
alcaloides como la cocaína a base, luego se le agrega un solvente kero-
seno por ejemplo (el tipo de solvente empleado depende del costo y 
posibilidad de obtención), se deja en contacto a veces hasta 3 días, agi-
tando (en forma manual o con mezcladoras de cemento) para favorecer 
la extracción de la cocaína. El solvente orgánico (keroseno) se separa y 
se descartan las hojas, ESTE ES EL PUNTO CRITICO DONDE LA 
HIGRINA Y CUSCOHIGRINA NO ES EXTRAÍDA POR EL SOL-
VENTE, (en el capítulo 6, sección 6.3 se discutirá detalladamente este 
punto). Los alcaloides son extraídos del keroseno con una pequeña can-
tidad de ácido sulfúrico diluido8, quedando éstos retenidos en el medio 
acuosos en forma de sal, como el sulfato de cocaína, siendo luego pre-
cipitados a Pasta de Coca por la adición de una sustancia alcalina (car-
bonatos de sodio, potasio o calcio, hidróxido de sodio o potasio, amo-
níaco). El precipitado es aislado y secado, empaquetado y enviado a un 
laboratorio para seguir su procesamiento. Esta técnica da un rendimien-
to de cocaína entre 30% a 80%. Figura 4-10.




b. En el método de extracción ácido las hojas son cubiertas con 
ácido sulfúrico diluido y pisadas fuertemente por trabajadores para ex-
traer los alcaloides como sales, por ej. Sulfato de cocaína. El líquido 
Figura 4-10: Producción ilícita de pasta de coca
por la técnica de extracción con solvente.
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ácido es separado y precipitada la cocaína por agregado de una sustancia 
básica (queda la base libre) (punto final en general puede ser marcado 
por agregado de fenoftaleína), el precipitado es re-disuelto con keroseno, 
se agita y deja separar de la fase acuosa que se descarta. El keroseno 
sigue luego el mismo procedimiento que la técnica de extracción por 
solventes. Figura 4-11.
Figura 4-11: Producción ilícita de pasta de coca
por la técnica de extracción ácida.
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4.5.2 Obtención de la coca base a partir de la pasta de coca.
Este paso es de purificación, eliminará sales inorgánicas e impurezas 
de alcaloides que son co-extraídos con la cocaína, principalmente la 
cinamoilcocaína. Este paso resulta importante para obtener una cocaína 
de mejor calidad y color (más blanca). La cinamoilcocaína es escindida 
en este paso y se forman by-products solubles en agua que luego son 
eliminados. 
La oxidación es una parte del procedimiento que reviste impor-
tancia para los objetivos de nuestra tesis de diferenciar el mascador 
de hojas de coca del consumidor de cocaína, porque la cinamoilco-
caína es propuesta como un marcador secundario en nuestros estu-
dios, por lo que nos detendremos a detallar este paso de oxidación y 
mencionar los by-products que han podido ser detectados en el pro-
ducto final que sale al mercado ilícito.
La pasta de coca (Figura 4-12) se disuelve en una pequeña cantidad 
de ácido sulfúrico diluido, se sube el pH con sustancias alcalinas (a pH 
neutro o ligeramente alcalino), el color de la solución es amarillo-ama-
rronada, se le agrega gota a gota una solución concentrada de perman-
ganato de potasio (color violeta), un fuerte oxidante, que precipita como 
dióxido de manganeso de color marrón-negro dejando la solución supe-
rior clara como indicativo de punto final. La solución se filtra para eli-
minar del MnO2 y la solución resultante se agrega amoníaco que pro-
voca la precipitación de coca base, se filtra, seca y empaca. La coca 
base tiene un porcentaje de cocaína de entre 80% a 95%.
Otro camino más rápido en obtener coca base sin necesidad de pasar 
por la obtención de pasta de coca (que es inestable sino se procesa rápi-
damente) es partir del paso de la obtención de “agua ácida rica” recupe-
rada de la extracción del kerosene, el pH es ajustado y se oxida con 
permanganto de potasio como se describió previamente. (Figura 4-10 
y 4-11)
La etapa de la oxidación con permanganato de potasio es crítica 
porque si se agrega poco reactivo oxidante quedará cinamoilcocaína sin 
oxidar y si se agrega en exceso el agente oxidante, o el pH es poco con-
trolado, la cocaína puede ser oxidada a N-formil cocaína y luego hidro-
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lizada a N-norcocaína que por una reacción de transaminación puede 
pasar a N- benzoil norecgonina metil éster. Las impurezas encontradas 
en el clorhidrato de cocaína nos darán idea de la calidad de la técnica de 
oxidación empleada y de los compuestos empleados. Casals J.F. y col. 
(1998) describieron un nuevo by-products que proviene de la oxidación 
de la cinamoilcocaína en medio neutro o básico el dihidroxi-3-fenilpro-
pionilecgonina metil éster. 
Casals J.F. y col. (2008) describe el uso del etanol como sustituto 
del permanganato de potasio que es empleado con fines de purificación 
de la coca base y la aparición de una serie de by-products etilados: hexa-
noilecgonina etil éster; cocaetileno; cis-cinamoilecgonina etil éster; 
trans-cinamoilecgonina etil éster; 3´,4´,5´-trimetoxibenzoilecgonina etil 
éster; cis-3´,4´,5´-trimetoxicinamoilecgonina etil éster; y trans-3´,4´,5´- 
trimetoxicinamoilecgonina etil éster.
Casale J. y col, (2007) establecen el grado de oxidación dependien-
do del contenido de cinamoilcocaína: las muestras que contienen menos 
del 2% de cinamoilcocaínas totales, en relación con cocaína, se consi-
deran altamente oxidadas, muestras que contienen 2–6% de las cina-
moilcocaínas se consideran moderadamente oxidadas, mientras que las 
muestras que contienen más del 6% de cinamoilcocaínas se consideran 
estar mínimamente o no oxidadas. A partir del 2005 Casals J.F. (2007) 
informa que más del 60% de muestras de secuestro analizadas evidencian 
un alto nivel de oxidación.
4.5.3 Obtención del clorhidrato de cocaína a partir de coca base.
La producción de clorhidrato de cocaína a partir de coca base se 
procesa en batch de 1kg pudiendo llegar a 5 kg y los solventes emplea-
dos pueden variar.
La coca base se disuelve en éter dietílico, si existen sustancias in-
solubles se separan, igual volumen de acetona con una cantidad este-
quiométrica de ácido clorhídrico concentrado es adicionada al éter die-
tílico con agitación, la formación del clorhidrato de cocaína da lugar a 
un precipitado blanco cristalino, el proceso se deja entre 3 a 6 horas 
para que se complete la cristalización. Posteriormente se filtra, se seca 
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bajo lámparas u hornos microondas, se empaqueta y se envía a los luga-
res de comercialización.
La relación de solventes éter etílico: acetona (1:1) es la más emplea-
da pero debido a la dificultad en Sudamérica de obtener estos solventes 
se usan otros alternativos como: cloruro de metilo, tolueno, metil etil 
cetona, acetato de etilo etc. El porcentaje de pureza del clorhidrato de 
cocaína varía entre 80% a 97%. Figura 4-13.
Figura 4-12: Producción ilícita de coca base a partir de pasta de coca.
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Figura 4-13: Producción ilícita de clorhidrato de cocaína de coca base.
4.5.4 “PACO”, “BASUCO”, “PASTA BASE”
El “paco” (Pasta + cocaína) o base de cocaína en Argentina es co-
nocida como “basuco” en Colombia, “pitillo” en Bolivia, “baserolo” en 
Ecuador, “pasta de coca” en Perú, “pasta base” o “base” en Chile y 
Uruguay (también se la conoce como “paco”), es el deshecho que se 
origina en la producción del clorhidrato de cocaína.
El “paco”, “basuco” o “pasta base” son cocaínas fumables al igual 
que el crack (se produce con posterioridad al clorhidrato de cocaína, es 
un producto de mayor pureza que los anteriores). Son definidas como 
sustancias volátiles y sublimables, dado que pueden pasar a fase gaseo-
sa directamente desde la sólida. Son líquidas desde los 98 ºC y su punto 
de ebullición está entre los 187 ºC y 188 ºC; la sal, el clorhidrato de 
cocaína, tiene un punto de fusión muy alto, lo que impide su sublima-
ción, por lo tanto, no se puede fumar, pues es destruida por el calor 
(Castaño G.A. 2000). El ”paco” o pasta base o sulfato de cocaína es un 
remanente entre la pasta base y la coca base, es un producto anterior al 
clorhidrato de cocaína, es barato y en general se suele dar de recompen-
sa a quienes colaboran con la distribución de la droga o su manufactura, 
es altamente adictivo, con poco tiempo de consumo de PBC (pueden ser 
semanas o meses), a diferencia de la cocaína, se establece una depen-
dencia severa difícil de tratar clínicamente. Hoy es un gran problema de 
salud pública en Argentina y otros países de la región, ataca principal-
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mente a los jóvenes y adolescentes de las clases bajas, ocasionando un 
amplio espectro de conductas antisociales y delictivas, pudiendo el de-
pendiente llegar a situaciones límite como matar para conseguir la dro-
ga. (UNODC-2013).
Casals J.F. y col 1993, explica que la obtención de la coca fumada 
o el “Basuco” en Colombia  se obtiene en el procedimiento de extracción 
por solventes, cuando luego de agregado al kerosene una solución de 
ácido sulfúrico para extraer sulfato de cocaína, a la que luego se le adi-
ciona una base precipitando pasta de coca, la cual es filtrada y la pasta 
de coca sólida es secada, la solución de ácido sulfúrico filtrada se le 
vuelve a agregar más base y algo de pasta base vuelve a precipitar, este 
residuo es el que es empleado para fumar, contiene impurezas como 
restos de solventes, carbonatos, cinamoilcocaína etc. Un segundo des-
hecho de coca base fumable suele quedar al pasar de coca base a clorhi-
drato de cocaína, a la acetona resultante luego de precipitar el clorhidra-
to de cocaína, le suele quedar coca base sin reaccionar, evaporada la 
acetona puede quedar un residuo que es empleado para fumar, más lim-
pio que el primer deshecho obtenido de la obtención de la pasta base.
La composición de las cocas fumables es todavía objeto de estudio, 
pueden tener entre un 40 a 85% de sulfato de cocaína. (Castaño G.A. 
2000).
La importancia de esta modalidad de consumo en esta tesis radica 
en que siendo el fumado del “paco” o la “pasta base” un producto cer-
cano a las hojas de coca podría tener en su constitución química los dos 
alcaloides propuestos como marcadores higrina y cuscohigrina, si tiene 
como contaminante aún a la cinamoilcocaína. Como veremos en el ca-
pítulo 6 sección 6.5.4  un grupo consumidor de “paco” en rehabilitación 
de la ciudad de Buenos Aires fue testeado para comprobar si aún en 
estos consumidores los alcaloides higrina y cuscohigrina propuestos co-
mo marcadores, siguen siendo de utilidad, en el análisis de pelo, en la 
diferenciación del mascador de hojas de coca del consumidor de cocaí-
na en sus diferentes modalidades.
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4.6. FORMAS DE CONSUMO DE COCAÍNA
Según UNODC-2013 las formas de consumo de cocaína se reflejan 
en la siguiente Tabla 4-5, en la que se muestra el tipo de sustancia con 
cocaína , su concentración, vías de administración, tiempo de aparición 
y duración de los efectos y probabilidad de dependencia, como se ve la 
hoja de coca en su modalidad mascado o infusión como té no presenta-
ría dependencia, en el capítulo 3, sección 3.6 la planta de coca se espe-
cificaron las bondades médicas que se le atribuyen.
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OBJETIVOS PRINCIPAL Y SECUNDARIOS DE LA TESIS
El consumo de la hoja de coca o de beber infusiones como el té de 
coca es una práctica legal y consolidad en la República Argentina a 
través de la Ley Federal 23737 (mod. Ley 26052 en 2005); mientras que, 
por el contrario, la tenencia y el consumo de cocaína está penalizado 
como ocurre en todos los países del mundo.
El mascado de hojas de coca o el 
consumo de té de coca en Argentina ha 
creado una problemática legal que has-
ta la fecha de escribir esta tesis no tenía 
solución. Las hojas de coca tienen co-
caína que ingresa al organismo de 
quien la consume y en donde la molé-
cula pierde su identidad de origen. Co-
mo diríamos en estos tiempos donde se 
habla tanto de la calidad de los labora-
torios perdemos su trazabilidad, solo 
tendremos un resultado positivo en 
sangre, orina, pelo, fluido oral y otros 
fluidos y tejidos del cuerpo, pero nada 
sabremos del origen legal o ilegal de esa cocaína. Visto de esta manera 
el artículo 15 de la ley 23.737 pasaba casi sin quererlo a legalizar en 
algún sentido, el uso de la cocaína. En manos de un abogado hábil sería 
posible dejar a un imputado en libertad por el beneficio de la duda o de 
evadir un control laboral de drogas simplemente por recurrir al: “yo 
masco”.
En los últimos tiempos algunas noticias periodísticas que han sido 
tapa en prácticamente todos los diarios de la Argentina ponen de relieve 
la importancia de la necesidad de dar solución a este tema que crea no 
solo en la Justicia la impotencia de no tener herramientas para su reso-
lución, sino en la víctima la sensación de ser acusados y expuestos in-
justamente en los medios periodísticos como consumidores de cocaína 
con las consecuencias que esto les produce no solo laborales sino tam-
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bién familiares. Al final se muestran algunas situaciones reales.
El tema de investigación de esta tesis pretende entones dar solución, 
a un problema real y que complica a la Justicia y al mundo laboral, hallar 
un marcador/es que permitan hacer la diferencia entre mascadores de 
hoja de coca de consumidores de cocaína.
HIPOTESIS: es de suponer que la diferencia entre consumir hojas 
de coca y el producto finalde la extracción de las hojas de coca que es 
la cocaína, esté dado porque en las hojas de coca hay una cantidad im-
portante de compuestos que también deberían ingresar al organismo 
además de la cocaína, y que no están en el producto purificado de las 
hojas que es la cocaína, por lo que hallar alguno/s de ellos podría per-
mitirnos hacer la diferencia.
El objetivo principal de esta tesis doctoral es:
 -Discernir el origen legal o ilegal de un resultado positivo de 
cocaína en una muestra biológica.
Como objetivos secundarios:
- Validar métodos analíticos que permitan la determinación de 
cocaína, sus metabolitos como así también otros alcaloides de la 
hoja de coca en muestras biológicas (orina, pelo y fluido oral)
- Encontrar compuestos que permitan diferenciar el consumo 
de cocaína ilícita, del mascado de hojas y por tanto puedan llegar a 
considerarse marcadores específicos.
- Aplicar la metodología analítica desarrollada a muestras bio-
lógicas reales de consumidores de cocaína y mascadores de hoja de 
coca, para poder establecer la efectividad de los marcadores encon-
trados.
- Finalmente conocer el perfil farmacocinético de la cocaína y 
alguno de sus metabolitos (benzoilecgonina y cuscohigrina) en mas-
cadores de hoja de coca.
Se entiende que las publicaciones presentadas cumplen cada una 
por sí misma con cada uno de los objetivos principal y secundarios 
planteados, es difícil adjudicar una publicación a un objetivo. Como 
al final de la tesis detallo en el apartado: “Conclusiones y Propuesta” 
se dieron respuesta casi en su totalidad a estos objetivos y la hipóte-
sis planteada resultó ser comprobada, pero surgieron como es lógi-
co en una investigación nuevas dudas y caminos de investigación.
Algunos ejemplos: 
Viernes 30 de septiembre de 2016 un chofer de ómnibus de pasaje-
ros de larga distancia que conducía a jóvenes estudiantes en su viaje de 
egresados fue sometido a un control de drogas de abuso, dio positivo 
para cocaína en orina lo que obligó a las autoridades a detenerlo.  
El chofer así hacía su defensa:  
“Tienen que haber aclarado que era hojas de coca. No tiene que 
haber puesto que dio positivo el test porque nos drogamos. Eso es 
feo para una familia, que tus hijos piensen eso, que sos un drogado. 
Y yo no soy un drogado”.
El chofer explicó que masca coca “por costumbre” y porque “es 
algo que entretiene porque vas viajando solo”. 
Asimismo, contó que también le ponen hojas de coca al mate, algo 
que usan “los colectiveros, los camioneros, todos”. 
El 1ero de octubre de 2018 seis choferes de micros dieron positivo 
un test de orientación en saliva para cocaína. El ómnibus iba a transpor-




Los choferes todos del noroeste argentino, donde la práctica del 
mascado es común, así defendían el resultado positivo a cocaína: 
“...los conductores salteños aseguraron que sólo mascaron hojas 
de coca” 
La Comisión Nacional de Regulación del Transporte explicaba: “...
que el aparato con el que se hacen los controles se centra en la sus-
tancia en sí y “no puede discriminar si se trata de hojas de coca o de 
cocaína””. 
 
El micro al costado de la ruta. El sábado 8 de febrero de 2020 un 
micro de pasajeros fue detenido en la ruta a raíz de la denuncia que sus 
pasajeros hicieron al 911 al observar las maniobras en zigzag del chofer 
del colectivo. Los choferes dieron positivo el test de orientación para 
cocaína. 
La defensa que hacían desde la empresa fue la siguiente: 
“…aseguran que sus conductores no consumieron sustancias 
prohibidas y que por lo tanto “consideran de vital importancia es-
perar los resultados concluyentes de las contrapruebas a fin de co-
nocer con certeza los hechos sucedidos””, “…en más de una opor-
tunidad, los aparatos de medición de narcóticos arrojan falsos 
positivos debido a su incapacidad de distinguir entre el uso de una 






5. 5. TIPO DE MUESTRAS-
PREPARACION DE MUESTRAS-
TECNICAS INSTRUMENTALES
“Poco conocimiento hace que las personas
se sientan orgullosas. Mucho conocimiento,
que se sientan humildes.”
Leonardo da Vinci
5.1 INTRODUCCION
En este capítulo describiremos las muestras sobre las cuales se rea-
lizaron los estudios, tanto biológicas como no biológicas. La preparación 
de muestras explicando las ventajas y desventajas de los procedimientos 
de preparación de muestras empleados: extracción líquido-líquido, pre-
cipitación de proteínas, extracción en fase estacionaria (SPE) y dilu-
ción-inyección. En la medida de lo posible se hará una explicación fisi-
coquímica del porqué los métodos de preparación de muestras 
empleados cumplieron con los objetivos planteados de extraer además 
de la cocaína y sus metabolitos otros alcaloides como higrina, cuscohi-
grina y cinamoilcocaína y lograr un extracto que fue apto para su análi-
sis instrumental. El concepto de Log P (Kow) o la solubilidad de un 
compuesto en octanol/agua será tratado para explicar junto con el pKa 
y pKb el diferente comportamiento de la higrina y cuscohigrina con el 
resto de los alcaloides de la hoja de coca usualmente analizados tanto en 
las muestras biológicas como no biológicas, estas diferencias son la que 
justifican la utilización de la higrina y cuscohigrina como marcadores 
para diferenciar el consumo legal de hojas de coca del ilegal de cocaína. 
Este punto del análisis será una de las etapas a mejorar, con el empleo 
de técnicas con las que se obtengan extractos más limpios redundando 
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en el aumento de la sensibilidad y en la disminución del efecto matriz 
por otro lado. El mecanismo de incorporación de drogas al pelo será 
detallado para tratar de interpretar el ingreso de la higrina y cuscohigri-
na a esa matriz, al igual del por qué la cuscohigrina permanecería por 
más tiempo en el fluído oral que la cocaína y las posibles razones de no 
poderla detectar en las muestras de plasma. 
La toma de muestras fue realizada siguiendo la normativa ética y legal 
aplicable en cada uno de los laboratorios en los cuales se procesó el ma- 
terial. 
De las técnicas instrumentales empleadas muchas forman parte de la 
rutina de trabajo  de los laboratorios de toxicología, por lo que no se 
hará una descripción de sus principios y funcionamientos por conside-
rarlo estar fuera de los objetivos de esta tesis, si nos detendremos a ex-
plicar aquellos aspectos que nos permitieron ir obteniendo resultados y 
conclusiones en nuestros trabajos como por ejemplo los espectros de 
masa obtenidos en el analizador de masa simple cuadrupolo con una 
fuente de ionización al vació de impacto electrónico de 70 eV acoplado 
a cromatografía gaseosa (CGMS), el comportamiento de la columna 
cromatográfica polar HILIC (en los equipos de cromatografía líquida) 
por qué fue empleada en lugar de las tradicionales columnas de fase 
reversa y como las condiciones cromatográficas afectaron el comporta-
miento de los compuestos investigados. El índice de Kovacts será bre-
vemente explicado como parámetro de identificación, al igual que las 
posibles causas del efecto matriz en las muestras inyectadas en un cro-
matógrafo líquido triple cuadrupolo o Liquid Chromatography–tandem 
mass spectrometry (LCMSMS),  la importancia de un cromatógrafo lí-
quido masa híbrido single cuadrupolo con analizador de tiempo de vue-
lo o  Liquid Chromatography–Quadrupole-Time Of Flight Mass spec-
trometry (LC-QTOF-MS)  en la identificación de dos metabolitos de la 
cuscohigrina y de la higrina será comentada.
5.2 LAS MUESTRAS
En la Tabla 5-1: Se muestra un resumen de las muestras biológicas y 
no biológicas analizadas, las sustancias investigadas, métodos de prepa-
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ración de muestras y equipamiento usado en la identificación y cuanti-
ficación.
Tabla 5-1: Detalle del tipo de muestras, compuestos investigados, métodos de 
extracción e identificación de los trabajos publicados.
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5.2.1 Muestras biológicas de origen humano
De las ventajas y desventajas de cada una de estas muestras en la 
toxicología forense mucho se ha escrito, desde sus ventanas de detección 
hasta su utilidad para establecer el tiempo de consumo, todas ellas re-
visten importancia en la investigación forense y laboral. Estos puntos 
serán brevemente revisados en cada apartado donde se trate el detalle de 
las muestras biológicas. Siendo la higrina y la cuscohigrina dos com-
puestos que no tienen antecedentes de estudio en muestras biológicas 
de origen humano se intentará dar una explicación en lo referente a su 
comportamiento desde la preparación de las muestras hasta el análisis 
instrumental, remarcando las diferencias fisicoquímicas de la higrina y 
cuscohigrina con la cocaína, que hacen precisamente las razones de ser 
considerados dos marcadores de consumo de hoja de coca.





5.2.1.1 Consideraciones éticas y legales en la toma de muestras 
para estudio.
Todas las muestras biológicas de los mascadores de hoja de coca y 
consumidores de cocaína analizadas fueron tomadas con el consenti-
miento informado por escrito de los participantes y siguiendo legales 
requerimientos.
Los grupos analizados fueron: 
Mascadores de coca del noroeste argentino pertenecientes a la pro-
vincia de Salta. En el mapa de la Argentina, en verde, la provincia de 
Salta. (Figura 5-1)
Pacientes de un instituto de rehabilitación de consumo de drogas de 
la ciudad de Buenos Aires (Argentina). (Punto rojo en el mapa). (Fi-
gura 5-1).
Profesionales consumidores aleatorios de hojas de coca y té de coca 




Voluntarios que aceptaron  consumir hojas de coca o té de coca , en 
general pertenecientes al staff del laboratorio.
Muestras de consumidores de drogas provenientes de causas Judicia-
les de España y Alemania.
Anexo 1: Se adjunta el modelo del consentimiento que fue firmado 
por los participantes (de la toma de muestras de orina y pelo) y la en-
cuesta que se les realizó al grupo de personas que mascan hojas de coca 
de la provincia de Salta, ubicada en el noroeste argentino.
Con el resto de las muestras de origen forense se siguieron los recau-
dos éticos requeridos. 
Ninguna de las prácticas llevadas a cabo con los voluntarios significó 
riesgo para el participante. 
 
5.2.1.2 Muestras biológicas de origen vegetal y no biológicas.
Hojas de coca. 
Té de coca. 
Muestras de secuestro. 
Muestras de las distintas etapas de la producción clandestina de co-
caína.
Figura 5-1: Mapa de la Argentina. Marcado en verde
Provincia de Salta y en rojo la ciudad de Buenos Aires.
SECCIÓN 1
PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS
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5.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS. 
La preparación de la muestra es un paso previo indispensable antes 
de realizar un análisis instrumental. Fundamentalmente lo que se inten-
ta es separar el o los analitos de interés de la matriz (que interfieren con 
el análisis) o bien diluir la muestra de tal manera que la matriz no inter-
fiera con las técnicas cromatográfica. Esto requiere del conocimiento de 
las características fisicoquímicas de los analitos a estudiar; de su estabi-
lidad, cuánto tiempo puede permanecer en una determinada matriz sin 
sufrir procesos de degradación o transformación; de los parámetros far-
macocinéticos de ese analito/s que nos permitirían seleccionar la mues-
tra biológica que sea conveniente y la preparación de la muestra adecua-
da para poder ser inyectada y analizada cromatográficamente como así 
también seleccionar las condiciones instrumentales (temperatura, co-
lumnas, fases móviles etc.) que nos aseguren la detección del o los com-
puestos.  
Con una adecuada preparación de muestras tendremos extractos más 
limpios lo que mejorará la cromatografía, límites de detección inferiores, 
disminuirá la variabilidad entre ensayos lo que significa método más 
robusto, menor efecto matriz al remover fosfolípidos, proteínas, sales, 
ácidos nucleicos, azúcares etc., menor reanálisis o la posibilidad de fal-
sos negativos o positivos, mayor vida útil de la columna y menor man-
tenimiento de equipos. 
En nuestro caso buscábamos algún/os compuestos que nos pudiera/n 
ser útiles al objetivo de nuestro estudio, un marcador/es que nos sirva/n 
para diferenciar el uso legal de la hoja de coca del uso ilegal de la co-
caína. Si era evidente que, de los muchos compuestos de la hoja de coca, 
la mayoría son eliminados en el proceso de la producción del clorhidra-
to de cocaína, pero que durante el mascado de la hoja de coca podíamos 
suponer que muchos ingresarían a través de la mucosa oral y el tubo 
digestivo a nuestro organismo, estábamos ante un proceso que en toxi-
cología forense se conoce como “búsqueda de desconocido” o “general 
unknown” 
Fernández-Peralbo y col (2012) sugieren cuando se procede a la 
búsqueda de un compuesto/s desconocidos (untargeted analysis) que el 
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método de preparación de la muestra debe ser: 
no selectivo; 
simple y rápido con el mínimo número de pasos; 
reproducible. 
y que se adecue a la disponibilidad analítica del laboratorio. 
 
En la Tabla 5-2 se resumen las ventajas y desventajas de las prepa-
raciones de muestras biológicas empleadas más frecuentemente.
Tabla 5-2: Posibilidades para la preparación de muestras biológicas.
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5.3.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE ORINA 
5.3.1.1 Generalidades
La muestra de orina es de elección en toxicología forense para rea- 
lizar estudios de screening y de investigación como describen Fernán-
dez-Peralbo y col (2012) y Niu Z. y col (2018). Las ventajas de la orina 
es que es una matriz compuesta por un 95% de agua, más sodio, amonio, 
fosfatos, sulfatos, urea, creatinina, proteínas y productos procesados por 
el riñón y el hígado. Tiene un pH ligeramente ácido a la mañana (pH 
6,5-7,0), a la tarde alcalino (pH 7,5 a 8,0) en sujetos sanos, por supues-
to la alimentación puede hacer que varíe el pH. La matriz acuosa es lo 
que le da a la orina su ventaja en la preparación de la muestra, compa- 
rada con el suero que tiene 60 a 80 g/L de proteínas, la orina está en el 
orden de 0,5 a 1 g/L, el filtrado glomerular hace que el contenido de lí-
pidos y otras moléculas de alta peso molecular no lleguen a la orina o 
en muy baja cantidad, por lo que es de esperar menor efecto matriz que 
suele ser un inconveniente al momento de la preparación de las muestras 
para su posterior uso cromatográfico. 
Por otro lado, la fácil obtención de la muestra de orina que no re-
quiere de procedimientos invasivos y la posibilidad de obtener grandes 
volúmenes de muestra que permiten repetir los análisis y hacer modifi-
caciones analíticas. Ademas contiene drogas y metabolitos en altas con-
centraciones comparado con otros fluidos del cuerpo; todo esto hace a 
la orina una muestra de elección para iniciar la investigación de nuestro 
estudio. Debemos agregar que es la muestra de uso de rutina en caso de 
controles laborales y de búsqueda de drogas de abuso en causas judicia-
les. 
En nuestros trabajos dos son los métodos de preparación de muestras 
en orina empleados previamente a su inyección en equipos de cromato-
grafía: 
Método de extracción líquido-líquido. 
Método dilución- inyección (dilute-and-shoot). 
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5.3.1.2. Método de extracción líquido-líquido
5.3.1.2.1 Consideraciones del método de extracción líquido-líqui-
do. 
El método utilizado en nuestro laboratorio cumplía con los requisi-
tos sugeridos por Fernández-Peralbo y col (2012), por lo que seguimos 
empleando la técnica de extracción líquido-líquido en orina, de uso de 
rutina en el laboratorio, una alcalinización a pH ~9 con un tampón carbo- 
nato/bicarbonato y el empleo del metil-terbutil éter como solvente de 
extracción y así obtuvimos los primeros resultados en orina hallando a 
dos alcaloides derivados de la pirrolidina la higrina y cuscohigrina 
constituyentes de la hoja de coca.  
Analizando el método empleado a partir de la obtención de los re-
sultados obtenidos y teniendo ya el dato de la característica fisicoquími-
ca de los marcadores y que ambos son alcaloides derivados de la pirro- 
lidina podemos justificar su hallazgo desde el punto de vista químico: 
El procedimiento de extracción líquido-líquido de alcaloides se basa 
en la diferente solubilidad de las sales de alcaloides en comparación con 
la base libre, al basificar la muestra de orina a pH ~9 las bases libres de 
los alcaloides son transferidas al solvente (metil- terbutil éter) inmiscible 
con la matriz acuosa de la orina, el solvente es elegido teniendo en cuen-
ta el Log Pow (coeficiente de partición octanol/agua). Además, la ex-
tracción líquido-líquido es un procedimiento rápido, económico y efi-
ciente y es empleado especialmente para muestras con bajo contenido 
de proteínas como la orina. (TIAFT-Bulletin XLI - Number 2) 
El Log Pow (coeficiente de partición octanol/agua) representa la 
relación de un compuesto (no ionizado) entre dos fases, una de las fases 
es el octanol y la otra es el agua, se describe por la siguiente fórmula:
El coeficiente de partición octanol/agua es expresado en forma lo-
garítmica (base 10) como Log Kow o Log P. Es un parámetro obtenido 
en forma experimental o por técnicas de estimación o usando programas 
nélida cristina rubio
170
computacionales. S= soluto; o= octanol; w= agua.
El valor Log Pow es definido para la forma neutra del compuesto 
(no ionizada) por lo tanto es necesario medir la lipofilicidad a un pH que 
asegure que el compuesto está en forma neutra, comúnmente el valor de 
pH se mide hasta dos unidades por debajo del valor de pKa para los áci-
dos y dos unidades para arriba para las bases. (Amezqueta, S. 2020)
El Log P o Kow describe el carácter polar o hidrofóbico de un com- 
puesto, según su distribución entre octanol / agua. Valores positivos de 
Log Kow indican algún carácter hidrofóbico, la hidrofobicidad va au-
mentando a valores mayores. Compuestos o solventes con bajo o valores 
negativos de Log Pow indican polaridad. (Moldoveanu S. y col 2015) 
Los valores de Log Pow pueden ir entre +10 muy hidrofóbico y -3 
muy hidrofílico. 
La solubilidad de los compuestos tiene relación con los valores de 
Log Pow, basado en el concepto que lo similar disuelve lo similar, se 
puede concluir que una extracción es más eficiente cuando uno de los 
solventes (o el solvente de extracción) y el soluto tienen similares valo-
res de Log Pow y que la otra fase tenga valores de log Pow diferentes. 
En el caso de extraer varios compuestos simultáneamente lo ideal es 
tener un valor del solvente de extracción de Log Pow intermedio entre 
todos ellos. (Moldoveanu S. y col 2015). 
En datos extraídos de Drager B. (2002), PubChem, DrugBank, Clar-
ke (2004) y UNODC (2012) encontramos algunas de las características 
fisicoquímicas de los compuestos investigados que son mostradas en la 
Tabla 5-3.
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5.3.1.2.2. Discusión de los resultados de la extracción líquido-lí-
quido. 
En la Tabla 5-3 se observa que la cocaína es un alcaloide más hi-
drofóbico que la higrina y cuscohigrina por su mayor valor de Log Pow 
de 2,6 (promedio), 0,282 y 0,722 respectivamente. Esto indica que la 
relación entre solvente orgánico: agua para la cocaína es 398: 1; para la 
higrina 2:1 y para la cuscohigrina 5:1 aproximadamente. (Las relaciones 
se obtienen sacando el antilog. de los Log Pow) 
La metilecgonina, benzoilecgonina y ecgonina son metabolitos de 
la cocaína, (la metilecgonina es además un alcaloide de la hoja de coca) 
y como es de esperar por ser compuestos originados de la metabolización 
son más hidrofílicos como así lo indican sus Log P menores a los de la 
Tabla 5-3: CAS, PM, Constante de disociación, solubilidad
y Log Pow de algunos alcaloides y solvente.
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cocaína. La relación entre la fase orgánica: agua es 0,6:1 para la metil- 
ecgonina, 0,2:1 para la benzoilecgonina y 0,003:1 para la ecgonina.  
Los otros dos alcaloides la cinamoilcocaína y la anhidroecgoni-
na-metilester (también se origina por pirólisis en el inyector del croma-
tógrafo gaseoso) son hidrofóbicos y al igual que la cocaína extraíble por 
solventes orgánicos. La distribución de la cinamoilcocaína entre octanol: 
agua es 500:1 y de la anhidroecgonina-metilester 13:1. 
El solvente empleado metilterbutil éter (MTBE) resultó ser en esta 
primera fase de la investigación adecuado para extraer a estos dos 
alcaloides de la hoja de coca: higrina y cuscohigrina que como vere- 
mos a través de todos nuestros procesos experimentales resultaron ser 
buenos marcadores para el principal objetivo de esta tesis de dife-
renciar al mascador de hoja de coca del consumidor ilegal de cocaí-
na.
El MTBE es un éter poco polar por su valor de Log P de 0,9, 
inmiscible con el agua,  difícilmente forma emulsiones y fácilmente 
eliminable por evaporación dado que su punto de ebullición es 55,2 ºC 
dejando un residuo limpio para su inyección, previa redisolución y pos-
terior inyección en el equipo de CGMS. La benzoilecgonina y ecgonina 
no son extraídas por el MTBE son moléculas zwitterion (poseen en la 
misma molécula un grupo carboxilo ácido y un grupo amino básico) y 
compuestos polares (Log P negativos)
 5.3.1.3. Método dilución- inyección (dilute-and-shoot) 
El empleo instrumental de la cromatografía líquida y la alta sensi-
bilidad de los equipos LCMSMS o LC-QTOF-MS, permiten inyectar la 
muestra previo a hacer una simple dilución y pasar por filtro de 0,2 
micras, generalmente se emplea para diluir la fase móvil en la relación 
inicial del gradiente empleado en el LCMSMS o LCQTOFMS, este es 
un método rápido, simple y económico. Por supuesto el empleo de esta 
forma de preparar la muestra va a depender de la eficiente ionización del 
analito y de la matriz sobre la cual estamos trabajando por la alta canti-
dad de interferencias propias de la muestra que además del ruido nos 
producirá un efecto matriz que influenciará en los resultados de nuestro 
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análisis y en la concentración del analito en la muestra. Algunos com-
puestos requieren un mayor grado de sensibilidad en su detección y esto 
obliga a una preparación de la muestra y posterior concentración del 
analito de interés en el extracto; hay algunas drogas que se eliminan 
conjugadas requieren de un paso previo, de una hidrólisis enzimática 
con β-glucuronidasa, seguida de una extracción líquido-líquido o con 
SPE (Balcells, G.  2016). 
En los análisis de muestras de orina de mascadores de hojas de coca 
y consumidores de cocaína las concentraciones de nuestros analitos 
de interés (cocaína, benzoilecgonina, metilecgonina, higrina, cusco-
higrina) se encuentran en el orden de los microgramos por mililitro 
muy por encima de los límites de detección de los LCMSMS (nano-
gramos/mililitro), por lo que una preparación de muestra por el 
método de dilución-inyección fue perfectamente válida y además 
permitió realizar diluciones 1/40 por lo que el efecto de la matriz fue 
casi nulo.
 
5.3.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PELO
5.3.2.1. Generalidades. 
El pelo es una muestra biológica de las considerados duras, es una 
matriz fuerte y estable a temperatura ambiente, fácil de manipular y 
transportar, su recolección es no invasiva y altamente resistente a la 
descomposición postmortem. Está constituido por 65 a 95% de proteínas, 
1 a 9% de lípidos, 0,1 a 5% de pigmentos (melanina), pequeñas canti-
dades de elementos trazas, polisacáridos y agua. El pelo se sintetiza a 
partir del folículo piloso. La melanina es un pigmento que se produce 
en los melanocitos, células ubicadas en el ápex de la papilla dermal, en 
organelas llamadas melanosomas, el pigmento se va incorporando al 
pelo a medida que crece desde el bulbo. (Kintz P. 2007). 
Es especialmente útil para proporcionar información a largo plazo 
sobre el consumo / ingestión de drogas, después de su eliminación del 
organismo. Las drogas son relativamente estables en el pelo. Suponien-
do que el cabello crece aproximadamente 1 cm por mes, el análisis 
segmentario de los mechones de cabello permite la determinación del 
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patrón cronológico del uso de drogas. Las muestras de cabello son re-
cogidas de la zona posterior del vertex de la cabeza, cercanas al cuero 
cabelludo, es una zona asociada a la menor variación de crecimiento. Se 
extrae un mechón de cabello del grosor de un lápiz lo importante es que 
sea suficiente muestra para hacer repeticiones. (Cooper G. y col 2012) 
No todas las drogas se incorporan al pelo en igual magnitud y el 
gran inconveniente en el análisis del pelo es la posible contaminación 
externa (humo, contacto físico, productos químicos etc.).  
La Sociedad de Pruebas de Cabello (SoHT) y Administración de 
Servicios de Salud Mental y Abuso de Sustancias (SAMHSA) elaboró 
un conjunto de recomendaciones (análisis de lavado, identificación de 
metabolitos, valores de corte) para ser útiles para una interpretación 
adecuada de los resultados. (Cooper y col 2012). 
 
5.3.2.2. Aplicación del concepto del mecanismo de incorporación 
de drogas al pelo a la higrina, cuscohigrina y cinamoilcocaína. 
Los mecanismos por los cuales las drogas se incorporan al pelo no 
son aún claros. Tres factores influenciarían el ingreso: el contenido de 
melanina del pelo y la lipofilicidad y basicidad de la droga. (Pragst F. y 
col 2006); (Vogliardi, S. y col 2015) (Kintz P. y col 2007). 
El principio farmacológico de distribución de drogas es el que rige 
para la penetración de las drogas al pelo desde la sangre. Los compues-
tos lipofílicos atravesarán fácilmente las barreras plasmáticas siguiendo 
un gradiente de distribución de concentración, no así los compuestos 
ionizados. Las drogas básicas o ácidas que estarán o no protonadas de-
pendiendo del pH del medio y del pKa del compuesto podrán atravesar 
la membrana siguiendo el esquema que se muestra en la Figura 5-2. Los 
queratinocitos y melanocitos tienen un pH más ácido que el plasma. Se 
ha encontrado que el melanocito (célula productora de melanina) tiene 
un pH entre 3 y 5, por lo que compuestos básicos serán atrapados unién-
dose a la melanina  y se acumularán una vez ingresados. Por lo tanto, 
sustancias lipofílicas y básicas se acumularán en la matriz del pelo.
De acuerdo a los principios explicados previamente era de esperar 
que la higrina y cuscohigrina serían retenidas en la matriz del pelo, lo 
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que fue corroborado en los análisis de pelo que realizamos sobre mas-
cadores de hojas de coca y bebedores de té de coca aplicando los con-
ceptos mencionados:
Higrina y cuscohigrina son por definición alcaloides, lo que ya in-
dica que son compuestos básicos débiles. Las constantes de disociación 
que se muestran en la Tabla 5-3, son una medida de la fuerza de una 
base débil. A mayor valor de pKb menor será la basicidad de un com-
puesto. Los valores de pKb para la higrina y cuscohigrina son similares 
e inferiores al de la cocaína, por lo que es de esperar una basicidad de la 
higrina y cuscohigrina algo mayor que la de la cocaína.
El pKa de las muestras en estudio higrina y cuscohigrina es aproxi-
madamente 9,8 por lo que al valor del pH del plasma (7,4) estarán pro-
tonadas y su ingreso al pelo podría seguir el principio de la protonación/
desprotonación, favorecido por el gradiente de pH. Como son bases 
débiles están parcialmente disociadas y la forma neutra o sin carga de la 
droga será la especie química que atraviesa la membrana y queda atra-
pada en el medio ácido del pigmento, corriendo la reacción hacia la 
derecha y obligando a más droga a ingresar al pelo. Figura 5-2.
Figura 5-2: Incorporación de una droga básica al pelo. El pH menor en el mela-
nocito produce la acumulación de la droga en el pigmento del pelo.
 e= extracelular; i= intracelular; BH+droga básica protonada; B=droga básica 
neutra. (Pragst F. 2006)
nélida cristina rubio
176
La cinamoilcocaína es también un alcaloide y además lipofílico, 
para lo que valen los mismos conceptos mencionados anteriormente y 
era de esperar por lo tanto su ingreso a la matriz del pelo.
 5.3.2.3. Etapas previas a la extracción de la/s droga/s del pelo. 
Los procesos de extracción en matrices complejas como sangre, pelo 
o tejido representan un gran desafío para el analista por el alto número 
de interferencias de las muestras biológicas. 
Antes de iniciar la preparación de la muestra de pelo se debe hacer 
una observación y medida del largo y del color del cabello y anotar otras 
particularidades como si el cabello ha sufrido tratamientos químicos 
como teñido, oxigenación etc. Posteriormente, como se muestra en la 
Figura 5-3, se inicia la preparación de la muestra con la segmentación 
(la segmentación se hace dependiendo de los objetivos del estudio); el 
lavado del cabello para eliminar la contaminación externa; el cortado o 
pulverización del pelo, para homogenizarla; la extracción y eventual-
mente un clean-up,   finalizando con el análisis cuali/cuantitativo y la 
interpretación del resultado.
Figura 5-3: Etapas del procesamiento del pelo.
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5.3.2.3.1. Lavado o descontaminación del pelo. 
El lavado del pelo es un paso necesario para eliminar contaminación 
ambiental como polvo depositado en el cabello, sudor, sebo, productos 
cosméticos que pueden causar ruido de fondo, pero además para una 
correcta interpretación de los resultados analíticos es necesario distinguir 
entre la contaminación externa del pelo por droga de la verdadera inges-
ta de ésta. O sea, distinguir la contaminación pasiva del pelo del verda-
dero consumo activo del individuo lo que requiere un análisis de los 
lavados, que nos permitirá determinar si hubo una incorporación sisté-
mica de la droga al pelo, al igual que realizar la determinación de meta-
bolitos en el pelo que deberán estar en una proporción específica con 
respecto a la sustancia original como evidencia de que ha ocurrido una 
ingesta. 
Los solventes próticos y no próticos empleados para el lavado del 
pelo son varios, y la discusión que existe es si los mismos facilitan o no 
la extracción de la droga ingerida por la persona además de descontami-
nar la superficie del pelo. Los más empleados son el agua, acetona y 
diclorometano. El agua como veremos , produce un hinchamiento de las 
fibras del pelo que facilitan la extracción de la droga atrapada en éste, 
por lo cual los lavados con agua deben ser  rápidos, por otro lado, el agua 
es el líquido que rutinariamente usamos en la limpieza de nuestro cabe-
llo.
5.3.2.3.2. Consideraciones previas del método de preparación 
de las muestras de pelo empleado en nuestros análisis. 
Según Pragst F. y col (2006), las drogas deben ser extraídas de la 
matriz del pelo por solubilización o digestión dado que no existen mé-
todos directos de analizar las drogas en el pelo. Comúnmente se usan 
solventes para la extracción de drogas como metanol, metanol en medio 
básico o ácido, o soluciones buffers, hidróxido de sodio en medio acuo-
so, mezcla de solventes. Menos empleados son la digestión enzimática 
del pelo, o el uso de urea o tioglicolato. La elección del solvente para el 
método de extracción es un punto crítico en el análisis de pelos 
Vogliardi, S y col. (2015) mencionan que para poder tener una me-
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jor recuperación de las sustancias retenidas por el pelo, es un requisito 
previo esencial que el cabello se hinche, sea con agua u otros solventes 
hidrofílicos como el metanol. El metanol si bien es un solvente universal 
ampliamente usado en la extracción de drogas del pelo tiene el inconve-
niente que sus extractos son sucios, contaminado por los constituyentes 
del pelo siendo luego contraproducente al ser analizados instrumental-
mente. El acetonitrilo no es tan efectivo como el agua para provocar la 
hinchazón de las fibras del pelo (Tillman W. y col 1961). Madry M.M. 
y col (2018) hicieron una comparación con diferentes solventes de ex-
tracción y hallaron que el acetonitrilo comparándolo con el metanol 
tiene baja eficiencia de extracción, de aproximadamente 35%- 37% para 
cocaína, norcocaína y cocaetileno y 17% para la benzoilecgonina, la baja 
capacidad que tiene el acetonitrilo de extraer las drogas del interior del 
pelo está relacionado a que produce menos hinchamiento de las fibras 
del pelo, pero tiene la ventaja que da extractos más limpios por lo que 
no se lo emplea solo sino en mezclas. Los mismos autores (Madry y col 
2018) reportan un aumento significativo de la extracción de cocaína, 
norcocaína y cocaetileno y benzoilecgonina, del orden del 136% com-
parado con el metanol, cuando se emplea la mezcla: metanol / acetoni-
trilo / tampón de formiato pH 3.5 (1/1/2, v / v), atribuyéndolo al ácido 
fórmico del tampón que hincha la estructura de alfaqueratina del cabello 
mucho más que el agua o los alcoholes al romper los enlaces de hidró-
geno. No se halló correlación entre la eficiencia de extracción y el pKa 
y Log P del analito. 
La preparación de las muestras de pelo debe tener en cuenta, ade-
más, la estructura química de los compuestos a ser determinados y la 
posibilidad de alteración de los mismos por el uso de las sustancias em- 
pleadas en la extracción. 
En nuestro caso varios de los alcaloides de interés son ésteres por 
lo tanto fácilmente hidrolizables en medio alcalino, la cocaína se hidro-
liza mayoritariamente a benzoilecgonina, lo que haría difícil evaluar la 
real concentración de la droga en el pelo si se emplean medios básicos 
de extracción. El empleo de un medio ácido es mandatorio si se preten-
de mantener la estructura de la cocaína (Kiszka, M y col, 2000). F l e t 
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c h e r, S. M y col (1981), reportaron que la degradación de la cocaína a 
pH 5 en orina, solución buffer de fosfato o solución acuosa ajustada a 
pH con HCl 0,1M, tiene muy buena estabilidad a una temperatura de 
25C, hasta 30 días a pH 5 y al menos 7 días a pH6.
 
5.3.2.3.3 Breve descripción del método empleado de análisis de 
pelo. 
Se usó el método validado por Broecker S. y col (2012), empleado 
para el análisis rutinario de pelo en el Instituto de Medicina Legal de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Charité, basado en una pu-
blicación de Nielsen, M.K. y col (2010). 
A los analitos monitoreados por el laboratorio (cocaína, norcocaína, 
benzoilecgonina, metilecgonina, cocaetileno, tropococaína), se agregó 
la medición de los compuestos de interés para nuestro trabajo: cinamoil-
cocaína, higrina y cuscohigrina. 
En la descontaminación del pelo se emplearon agua y acetona que 
como mencionamos previamente son los solventes más usados en esta 
etapa. Cuidando que los tiempos sean cortos (1 minutos) teniendo en 
cuenta que el agua produce la apertura de las fibras del pelo y la posible 
extracción de la droga ingerida. 
La reducción del tamaño de partícula de una muestra inicial puede 
ser beneficiosa no solo para la homogeneización sino también para la 
preparación adicional de la muestra, como la disolución o la extracción. 
El pelo, fue segmentado según el caso,  y cada segmento fue corta-
do en pequeños segmentos  de 1-2 mm, para lograr una muestra homo-
génea que facilite la preparación de la misma y su extracción. 20 mg del 
pelo cortado es colocado en un tubo Eppendorf (se agregan los deutera-
dos) y extraído dos veces con 0,5 ml de una mezcla de metanol/aceto-
nitrilo/2 mM amonio formiato (25:25:50, v/v/v) (pH ligeramente ácido 
~5), durante 18 h a 37 C, ambos extractos se juntan, previamente cen-
trifugados, son evaporados bajo nitrógeno hasta 0,5 ml quedando listo 
para su inyección en los equipos de LCMSMS y LC-QTOF-MS sin 
previo clean-up.
Nielsen, M.K. y col (2010) evaluaron las condiciones que arriba se 
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mencionan sobre 49 drogas entre ellas cocaína y benzoilecgonina. El 
empleo de un mayor porcentaje de agua en la mezcla de extracción dio 
lugar a más eficientes y reproducibles extracciones, al igual que la mez-
cla metanol:  acetonitrilo resulta mejor que ambos solventes por separa-
do. El aumento de la temperatura de 21̊ C a 37 ̊ C mejora tanto la efi-
ciencia como el tiempo de extracción. Aumentó el 100% la extracción 
cuando se pasa de 2 a 18 h, pero también el aumento del tiempo de ex-
tracción a 37 ̊ C puede ser perjudicial para algunos analitos menos esta-
bles, por lo que los autores eligieron 18h de incubación. 
 
5.3.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE FLUIDO 
ORAL. 
5.3.3.1 Generalidades. 
El fluido oral está constituido por las secreciones de glándulas sali-
vares mayores y menores. Las glándulas salivares mayores contribuyen 
al fluido oral con los siguientes porcentajes: submandibular (65%), pa-
rotídea (20%) y sublingual (5%) y las glándulas menores contribuyen 
con el 10%,  se consideran alrededor de 750 glándulas menores distri-
buidas en la lengua, paladar, mucosa oral y labial.
Las glándulas salivares mayores y menores aportan agua, proteínas, 
enzimas, electrolitos y pequeñas moléculas orgánicas. El fluido oral po-
see una microflora constituida por bacterias, virus y hongos orales, san-
gre y derivados de la sangre procedente del micro sangrado de la boca 
y células del revestimiento bucal. Figura 5-4.
El fluido oral tiene además componentes exógenos como restos de 
alimentos, pasta de diente, componentes de los enjuagues bucales etc. 
(Singh Mamta y col 2013; Rai B.  2006)
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La mucina es una glicoproteína que le da la consistencia viscosa a 
la saliva. 
El pH varía entre débilmente alcalino a débilmente ácido, rango 
entre 6,0-7,9, medio de pH de 6,6. La saliva es una secreción diluida con 
una gravedad específica de 1,007. 
La composición salival depende de muchos factores como estimu-
lación, dieta, edad, enfermedad, momento del día, etc. 
La cantidad de saliva que se produce por día está entre 500 a 1500 
mL/día (0,5 mL/min), cayendo a casi 0 durante el sueño.  
Desde el punto de vista toxicológico el fluido oral refleja recientes 
exposiciones a las drogas entre 30 min a 24h, la eliminación dependerá 
del pH de la saliva y su producción. En el fluido oral es más prevalente 
la droga madre comparado a la orina donde los metabolitos están en 
Figura 5-4: Composición bioquímica del fluido oral.
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mayor proporción. Analíticamente tiene el inconveniente de ser una 
muestra de volumen limitado y baja concentración del analito. 
 
5.3.3.2. Mecanismos de paso de las drogas del fluido oral a la 
sangre y la situación en los masticadores de hojas de coca por el 
empleo de sustancias alcalinas. 
La difusión pasiva, el transporte activo y la ultrafiltración son los 
mecanismos por los cuales las drogas alcanzan la sangre desde el fluido 
oral. La difusión pasiva es el mecanismo más común para el transporte 
de drogas, en el cual las drogas se mueven siguiendo un gradiente de 
concentración sin gasto de energía.  Para que esto ocurra los compuestos 
deben ser liposolubles y no cargados para poder pasar a través de la 
membrana de las células epiteliales de la cavidad bucal, la membrana 
basal y la membrana de los capilares. Los factores que influencian ese 
pasaje son el pH del fluido oral y el del plasma, el pKa, el tamaño y la 
lipofilicidad de la droga (Choo R.E. y col 2004; Aps J.K.M y col 2005). 
El pH del plasma está muy controlado, siendo en sujetos sanos 7,4. Para 
un compuesto como la cocaína con un pKa de 8,6 (pH al cual la droga 
está 50% ionizada y 50% sin ionizar) la relación saliva/plasma estará 
entre 273 a 0,44 si el pH del fluido oral varía entre 5,0 a 7,8. (Kintz P. y 
col 2013), la cocaína quedará atrapada como sal en el fluido más ácido. 
El uso de sustancias alcalinas durante el mascado de las hojas de 
coca eleva el pH del fluido oral a un valor cercano a 9, a ese pH los alca- 
loides de la hoja de coca: cocaína, cinamoilcocaína, tropococaina, meti- 
lecgonina, cuscohigrina e higrina se encontrarán prácticamente sin io-
nizar (sin carga) y la velocidad del paso desde el fluido oral a la sangre 
se verá favorecida por la mayor lipofilicidad o valor de Log Pow (Tabla 
5-3). Así, por ejemplo, la cocaína y cinamoilcocaína cruzarán mejor las 
barreras de membranas hacia la sangre por su mayor afinidad con los 
lípidos, que la higrina y cuscohigrina.
5.3.3.3 Consideraciones del método de preparación de muestras 
por precipitación de proteínas. 
La precipitación de proteínas es una de las técnicas de preparación 
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de muestras consideradas más rápidas y simples para remover las pro-
teínas de las muestras biológicas. La remoción de proteínas puede llegar 
hasta un 98% siendo que es una de las fuentes principales de la dismi-
nución de la señal cuando se emplea LCMSMS, la precipitación de 
proteínas no es total y parte del analito de interés puede co-precipitar 
con las proteínas disminuyendo la recuperación del método. 
Distintos agentes precipitantes pueden ser empleados: 
Ácidos: ácido fosfórico (5%); ácido tricloroacético (TCA) 10%.
Sales: sulfato de amonio (saturado), cloruro de amonio al 5%.
Solventes: acetonitrilo, metanol, etanol. 
Iones metálicos. Zinc.
Las proteínas se mantienen en solución por la interacción polar con 
el solvente acuoso, la interacción iónica con sales y fuerzas de repulsión 
electrostática entre moléculas cargadas. El pH al que una proteína, mues-
tra un mínimo de solubilidad es su pH isoeléctrico (pI), definido como 
aquel valor de pH al que la molécula no posee carga eléctrica y es inca-
paz de desplazarse en un campo eléctrico. En estas condiciones no exis-
te repulsión electroestática entre moléculas de proteína vecinas y tienden 
a precipitar.  
Los solventes orgánicos como metanol o acetonitrilo son los agen-
tes precipitantes más empleados en la preparación de muestras por su 
bajo costo y mínimo desarrollo del método requerido. La adición de 
disolventes orgánicos neutros miscibles con el agua, particularmente 
metanol o acetonitrilo, disminuyen la solubilidad de la mayor parte de 
las proteínas globulares en medios acuosos, de tal manera que precipitan 
de su disolución. El estudio cuantitativo de este efecto muestra que la 
solubilidad de una proteína a un pH y fuerza iónica determinados está 
en función de la constante dieléctrica del medio. Puesto que el metanol 
o acetonitrilo poseen una constante dieléctrica menor que la del agua su 
adición a una disolución acuosa de proteína incrementa la fuerza de 
atracción entre las cargas opuestas, disminuyendo de este modo el grado 
de ionización de los grupos R de los aminoácidos (grupo amino y gru-
po carboxilo) de la proteína. Como resultado, las moléculas de proteína 
tienden a agregarse y precipitan. 
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Polson C. y col (2003), evaluaron a distintos agentes precipitantes, 
para determinar cuál era el más efectivo para remover las proteínas del 
plasma humano y encontraron que el acetonitrilo remueve el 93,2% de 
las proteínas, el ácido tricloroacético el 91,3% y sulfato de zinc el 98,8% 
a una relación agente precipitante: plasma 2:1. 
La relación agente precipitante: plasma es otro punto importante al 
momento de emplear el método de preparación de muestras por preci-
pitación de proteínas y también fue evaluado por Polson C. y col (2003) 
y se muestra en la Tabla 5-4 (plasma humano).
En general con una relación 2:1 ya se obtiene una 92% o más de 
proteína precipitada. 
Las bajas temperaturas disminuyen la solubilidad de las proteínas 
por lo que el acetonitrilo es aconsejable usarlo como agente precipitan-
te en frío. 
 
5.3.3.4 Método de preparación del fluido oral empleado en nues-
tros análisis. 
Las muestras de fluido oral analizadas en nuestro trabajo (mascador 
de hoja de coca, bebedor de té de coca y consumidores de cocaína) se 
procesaron previo a su inyección en LCMSMS por precipitación por 
proteínas.  Si bien la precipitación por proteínas es una preparación de 
muestras recomendada en el caso de suero/plasma humano que tiene una 
concentración de proteínas alta entre 6 a 8% con respecto al fluido oral, 
que es una matriz fundamentalmente acuosa 98% a 99% y tiene un bajo 
porcentaje de proteínas menor de 0,6% (Figura 5-4), resulta de utilidad 
principalmente por la eliminación de la mucina que le da una consisten-
cia viscosa que hace muchas veces difícil el pipeteo de la muestra. 
Tabla 5-4: Porcentaje de eficiencia de precipitación de proteínas.
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En razón de que no se hallaron referencias bibliográficas de análisis 
de higrina y cuscohigrina en el fluido oral se decidió tomar la muestra 
de fluido oral por salivación en un tubo y no emplear los recolectores 
comerciales del tipo del Salivette® o Quantisal® (agregábamos un va-
riable extra a nuestros ensayos) así obteníamos un fluido oral puro pero 
viscoso más difícil de trabajar como lo mencionamos previamente; por 
otro lado la preparación de las muestras por una simple precipitación de 
proteínas nos podría asegurar la conservación de nuestros dos marcado-
res higrina y cuscohigrina en el sobrenadante de acetonitrilo. En la pre-
paración de muestras empleando la extracción con solvente/s o en con 
fase estacionario (SPE) participan principios de extracción más comple-
jos sobre los cuales no teníamos información científica.  
Si bien la precipitación por proteínas es una técnica de extracción 
efectiva, resulta a menudo, cuando las muestras son luego analizadas en 
un LCMSMS, tener un efecto matriz significativo por componentes re-
siduales de la matriz. El efecto matriz de nuestras técnicas de preparación 
de muestras será discutido cuando se aborde el tema instrumental, sec-
ción 5.4.4. 
Se empleo en nuestras muestras de fluido oral una precipitación de 
proteínas con acetonitrilo frío en una relación solvente: muestra 3:1. 
Según la Tabla 5-4 estaríamos en una eficiente relación acetonitrilo: 
fluido oral para precipitar las proteínas.
 
5.3.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PLASMA. 
5.3.4.1 Generalidades 
El plasma es el componente líquido de color amarillento de la san-
gre. Es una solución de sales y proteínas y actúa como una suspensión 
para glóbulos rojos y blancos y plaquetas. 
El plasma constituye aproximadamente el 55% del volumen de san-
gre y se compone de: 90% de agua, 6% - 8% de proteína, 0.9% de sales 
inorgánicas (sodio, potasio, calcio, carbonato, fosfato), 1.1% de sustan-
cias orgánicas. El plasma contiene tres tipos principales de proteínas: 
albúminas, globulinas y fibrinógenos. 
La sangre entera o plasma o suero son las muestras de elección para 
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cuantificar e interpretar la concentración de las drogas y sus metabolitos. 
5.3.4.2 Consideraciones sobre el método de preparación de 
muestras por fase estacionaria sólida. (SPE) 
La preparación de muestras por SPE da lugar a la extracción de 
analitos de diversas características fisicoquímicas y matrices, producien-
do extractos limpios y concentrados, además, es una técnica que puede 
ser automatizada. 
En la SPE el/los analitos/s se someten a un proceso de partición 
entre una fase sólida estacionaria y la fase líquida de la matriz en la que 
están disueltos. Deben tener mayor afinidad por la fase estacionaria de 
la que finalmente después de los lavados y eliminación de la matriz serán 
eluidos. 
En SPE la fase sólida es muy variada y en la elección adecuada de 
esta fase estará el éxito de la extracción, dependiendo del tipo de anali-
to y su/s grupo/s funcional/es que son los que interaccionarán con la fase 
estacionaria. 
La SPE es una técnica empleada como alternativa a la extracción 
líquido-líquido, en especial en matrices con alta cantidad de proteínas 
como la sangre/suero/plasma que pueden producir emulsiones con el uso 
de solventes. 
La SPE puede tener varias etapas que deberán ser optimizadas en 
cada técnica, por otro lado, algunas impurezas de la matriz podrán coeluir 
con el analito y ser luego al ser analizado por un LCMSMS causa de 
efecto matriz. 
Las fases estacionarias son variadas: 
Las bases de sílice modificadas de fase inversa con cadenas alquí-
licas (C18, C8, Ph, CH), fase normal con grupos CN o NH2 y la fase 
intercambiadora de iones (intercambiadores catiónicos y aniónicos). 
Estas fases tenían la desventaja de pobre recuperación de analitos pola-
res, inestabilidad a pHs extremos y restos de silanol en el extracto. 
Las de base carbón: carbón negro grafitizado (GCB) y carbón negro 
poroso (PGC), la desventaja que los analitos quedan fuertemente adsor-
bidos y son difíciles de eluir. 
El tercer grupo de fases estacionarias que apareció es la polimérica 
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(no presenta las desventajas de las anteriores), la primera fue un poli(es-
tireno-divinilbenceno) PS-DVB macroporoso, el DVB funciona como 
agente entrecruzante entre las cadenas de poliestireno, estas fases son 
de estructura hidrofóbica, sus interacciones con el analito son a través 
de fuerzas hidrófobas e interacciones π-π con el anillo aromático de la 
estructura polimérica, el área superficial específica de estos polímeros 
es de hasta 800 m2 g-1 .
Para mejorar los procesos de extracción en SPE las fases estaciona-
rias deben tener una mayor capacidad de retención aumentando el área 
superficial, así aparecieron las fases hypercrosslinked, pero estos siguen 
siendo de carácter hidrofóbico por lo que para mejorar los resultados con 
compuestos polares se le debe introducir polaridad al polímero para 
aumentar las interacciones con los analitos polares. Una manera de hacer 
el polímero más hidrofílico es agregar grupos polares como la N-Vinil-
pirrolidona entre otros.
5.3.4.3 Preparación de las muestras de plasma con la extracción 
en fase estacionaria (SPE) Strata™-X 33 µm Polymeric Sorbent. 
Las muestras de plasma fueron analizadas para la cuantificación de 
cocaína, benzoilecgonina y cuscohigrina, posteriormente al mascado de 
hojas de coca empleando un método validado en el laboratorio para 
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cocaína y benzoilecgonina. 
Se empleó para la preparación de las muestras de plasma los cartu-
chos de la marca comercial Phenomenex Strata™-X 33 µm Polymeric 
Sorbent. 
Químicamente es una fase de poli (estireno divinilbenceno) (PS-
DVB) que es hidrofóbica a la cual se le agregó el grupo hidrofílico 
N-vinilpirrolidona. Esto permite interacciones π-π, hidrofóbicas y dipo-
lo-dipolo según se muestra en la Figura 5-5:
Los datos aportados por la empresa comercial de las columnas/
cartuchos Strata™-X 33 µm Polymeric Sorbent son: tamaño de partícu-
la: 33 µm; tamaño de poro 88 Ȧ, área superficial 800 m2/g, estabilidad 
pH entre 1 a 14. 
Los pasos en la extracción son los siguientes: Figura 5-6
Figura 5-5: Tipos de interacciones analito-fase estacionaria.
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Figura 5-6: Pasos en la extracción en columnas SPE.
En el primer paso se remueve el aire atrapado en la fase y se solva-
ta y activan los ligandos sobre la superficie de las partículas de la fase 
estacionaria, esto permite que la fase estacionaria interactúe más eficien-
temente con las drogas. 
El plasma llevado a pH 9,2 con tampón borato se carga lentamente 
sobre la fase estacionaria para que interactúe el analito con ésta. A este 
pH 9,2 que es mayor o cercano al pKa de la cocaína, benzoilecgonina y 
cuscohigrina, Tabla 5-3 los tres analitos estarán mayoritariamente no 
ionizados, siendo según su liposolubilidad cocaína > cuscohigrina> ben-
zoilecgonina y es esperable interacciones hidrofóbicas e hidrofílicas con 
la fase estacionaria de la columna.  
En la etapa 3, la del lavado alcalino, se eliminarán los contaminan-
tes que no quedaron unidos a la fase estacionaria, los analitos continua-
rán unidos a la fase estacionaria sin ser alterados. 
En la última etapa, empelando un eluyente ácido los analitos de 







El extracto será evaporado y analizado por alguna técnica instrumental. 
Una de las características de estas columnas es su amplio rango de 
pH de trabajo de 1 a 14, lo que permite en el lavado emplear una solución 
alcalina (pH~11) y una solución ácida (pH~3). 
Los cartuchos Strata™-X 33 µm son usados para determinar la con-
centración en plasma de cocaína y benzoilecgonina a través de una téc-
nica validada en el laboratorio como se mencionó anteriormente.  Por 
las características de la SPE y las propiedades químicas de la cuscohi-
grina antes expuestas era esperable que pudiera ser retenida y luego 
eluida junto con la cocaína y benzoilecgonina. 
Se realizaron spike de muestras de plasma con concentraciones de 
cuscohigrina entre 10ng/mL hasta 400 ng/mL obteniéndose una respues-
ta lineal con un R² de 0,9987 entre 20 a 400 ng/mL y un límite de detec-
ción de 10 ng/mL y una recuperación mayor de 70%. (Gráfico 5-1)
Los resultados de las concentraciones en plasma de un masticador 
de hoja de coca serán discutidos en el Capítulo 6 - Sección 6.3. 
Gráfico 5-1: Curva de calibración de la cuscohigrina.
Relación área-cus/área-coc-d3 vs concentración (ng/mL)
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5.3.5 Preparación de muestras biológicas de origen vegetal y no 
biológicas.
5.3.5.1 Hojas de coca.
Como ya detalláramos en el capítulo de la planta de coca, dos son 
las Erytroxylum empleadas para mascar, la E. coca y la E. novograna-
tense con sus dos variedades, E. coca var. coca y E. coca var. Iapdú; por 
otro lado, la E. nov. var novogranatense y la E. nov. var. Truxillense. 
Las hojas de coca se adquieren fácilmente en el norte argentino sea 
en las ferias de productos alimenticios o en kioscos. Son vendidas en 
bolsitas (de aproximadamente 25 o 50 gramos) o bien se mantienen en 
la heladera empaquetadas como panes y se compra la cantidad que se 
desea. Por supuesto no se indica qué especie de Erythroxylum se vende, 
en general los locales las suelen definir como hojas de coca “grande” y 
hojas de coca “pequeñas”. Así se las describió en al momento de la en-
trevista a los donantes de orina y pelo del noroeste argentino (provincia 
de Salta). La hoja de coca no es un producto que este controlado por los 
organismos de fiscalización de Argentina por lo tanto no respeta pará-
metros de producción. En la Foto 5-1 se muestra un envase comercial y 
hojas adquiridas en comercios del norte de Argentina.
Se envió a analizar a la cátedra de botánica de la facultad de Farma-
cia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires una de las bolsitas 
adquiridas a vendedores de la calle. Se empleó para su análsis la técnica 
Foto 5-1: Hojas de coca adquiridas comercialmente en el norte argentino
(derecha) y bolsa plástica (izquierda) de una marca que las comercializa.
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de diafanizado según Carzola M (1972); Rury P. y col. (1981); Rury P. 
y col. (1983); Belmonte E. y col. (2001), las hojas fueron clasificadas 
como pertenecientes a E. novogranatense var. Truxillense (de Perú). 
(Foto 5-2).
Esto no indica que todas las hojas que se venden en Argentina sean 
E. novogranatense var. Truxillense (de Perú), el ingreso de las hojas de 
coca desde Perú o Bolivia no es en general mayormente controlado. 
Las hojas de coca analizadas y empleadas por los voluntarios en los 
diferentes trabajos pertenecen a hojas compradas en forma aleatoria y 
en diferentes momentos en el norte argentino. Se desconoce el lugar de 
compra de las hojas de coca del grupo de mascadores de hoja de coca 
frecuentes del norte argentino, los cuales llevaban varios años con esta 
práctica y que entregaron para su análisis una muestra de orina y pelo; 
este grupo describió, en la entrevista que se les realizó, a las hojas que 
consumían como “hojas grandes” u “hojas pequeñas”.  
Las hojas de coca fueron extraídas bien para ser empleadas con fines 
de comparación con las muestras analizadas, especialmente para emplear 
al alcaloide higrina como testigo (sea para conocer su tiempo de reten-
ción o espectros de masa) en razón de que no fue posible durante todo 
el tiempo que duraron los estudios de esta tesis obtener un testigo indu-
bitable. Además, las hojas de coca fueron extraídas para conocer la com-
posición porcentual de sus alcaloides. 
Según UNODC-2012 los alcaloides como cocaína, cinamoilcocaína 
metilecgonina o el metabolito de la cocaína son solubles en alcohol y en 
caliente la extracción es mayor.  
Foto 5-2: Fotografías de diafanizados de hojas de coca.
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Se realizaron extracciones con metanol con agitación durante 24 h 
a 40 ̊C o bien empleando metanol: acetonitrilo: 2mM formiato de amo-
nio (pH ~5,3) (25:25:50) (fase móvil empleando en el LCMSMS) con 
agitación, todos los extractos fueron luego diluidos 1/50 o 1/100 antes 
de ser inyectados en CGMS o LCMSMS. 
 
5.3.5.2 Té de coca. 
El té de coca empleado en nuestros ensayos por los voluntarios se 
adquirió en forma comercial, corresponde a distintas marcas y tipos 
como se observa en la Foto 5-3. 
Para analizar los saquitos de té (1g) se procedió a preparar un té con 
200ml de agua a 95 ̊C por 5 minutos, luego se hizo una dilución 1/50 
con formiato de amonio 10mM: acetonitrilo y se inyectó en un LC-
MSMS.
5.3.5.3 Muestras de secuestro.
Las muestras de secuestro de cocaína analizadas pertenecen a mues-
tras incautadas por las autoridades policiales de: España, Italia y Argen-
tina. Se procedió a pesar una cantidad determinada y hacer diluciones 
en metanol para su posterior inyección en un CGMS.
5.3.5.4 Muestras de las distintas etapas de la producción clan-
destina de cocaína.
A partir de hojas de coca se procedió a obtener pasta base de coca 
y coca base en el laboratorio empleando los dos métodos propuestos el 
de extracción por solvente y el de extracción ácida (Casals J.F. y col. 
Foto 5-3: Té de coca.
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1993). En cada una de las distintas etapas se procedió a analizar la pre-
sencia de higrina y cuscohigrina para establecer en qué momento del 
proceso de producción de cocaína ilícita se perdían estos alcaloides. En 
el Capítulo 6 trabajos presentados-poster (sección 6.3. GRUPO A)  se 
detallarán las distintas etapas y los puntos de análisis.
La introducción a la explicación fisicoquímica de la pérdida de hi-
grina y cuscohigrina en la etapa temprana de la producción ilegal de 
cocaína fue dada en el punto:  “5.3.1 Preparación de muestras de 
orina”.  
El mayor carácter hidrofílico de la higrina y cuscohigrina con res-
pecto a la cocaína, son muy solubles, solubles o ligeramente solubles en 
agua aún a pH alcalino (Tabla 5-3), hacen que la higrina y cuscohigrina 
se pierdan en el proceso de producción ilegal de la cocaína a partir de 
las hojas de coca en las primeras fases de la extracción cuando se emplea 
kerosene o naftas en medio alcalino en la extracción de los alcaloides de 
la hoja de coca. Los hidrocarburos derivados del petróleo (kerosene o 
naftas) son compuestos no polares, y como se muestra en la Tabla 5-5, 
están entre las sustancias menos polares lo que explicaría su pobre afi-
nidad por la higrina y cuscohigrina y su poder de extracción sobre la 
cocaína y cinamoilcocaína que tienen valores de Log Pow mayores.
La similitud en Log Pow de la cocaína y cinamoilcocaína y su afi-
nidad por solventes no polares hacen que la cinamoilcocaína acompañe 
en la extracción a la cocaína y sea necesario eliminarla por métodos 
oxidantes como el uso del permanganato de potasio o lavado con etanol 
(Boudreau D. y col 2008).
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Tabla 5-5: Polaridad de solventes.
SECCIÓN 2
TECNICAS INSTRUMENTALES
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5.4 TECNICAS INSTRUMENTALES.
5.4.1 Técnicas instrumentales empleadas-Generalidades.
Como se expuso al inicio de este capítulo el describir detalladamen-
te cada uno de los instrumentos usados en nuestros trabajos de investi-
gación no forma parte de los objetivos de esta tesis, solo nos detendre-
mos a desarrollar aquellos temas instrumentales que consideramos son 
necesarios explicar porque hacen al hallazgo de nuestros resultados. En 
la Tabla 5-6 se resumen las técnicas instrumentales empleadas. Se mar-
can con  los puntos que se desarrollarán.
Explicando brevemente la Tabla 5-6 en las que se describen las 
técnicas instrumentales empleadas en esta tesis: 
Básicamente las técnicas consisten en una separación a través de la 
cromatografía (gaseosa o líquida) y en interfase una técnica de identifi-
cación y cuantificación como la espectrometría de masa. 
En la cromatografía es de importancia el tipo de columna seleccio-
nado para arribar a una separación de los compuestos de interés, que 
como vimos previamente son polares y no polares (dependiendo del pH). 
Siendo la columna fundamental en un análisis cromatográfico se deta-
llará el funcionamiento y se explicarán, nuestros resultados, en función 
de las características de las dos columnas empleadas en CGMS (HP 5% 
phenylmethylsylicone capillary columna, (30 m x 0.25 mm. i.d., 0.25 mm 
film thickness, Agilent)) y en LCMSMS (Poroshell 120 HILIC, 2.1×100 
mm, 2.7 μm, (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). 
La muestra debe ser introducida en el espectrofotómetro de masa 
ionizada, generándose el ión a partir de una molécula neutra, este paso 
de ionización ocurre en la fuente de iones.
Los iones se pueden producir mediante la eliminación de uno o más 
electrones de una molécula usando ionización electrónica o impacto 
electrónico (EI) a vacío, en donde las moléculas de las muestras son 
ionizadas por un haz de electrones de elevada energía. Este método de 
ionización es históricamente el dominante y es el método de ionización 
utilizado en la espectrofotometría de masa, más comúnmente en croma-
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La eliminación de un electrón produce un ión cargado positivamen-
te.
Cuando se emplean fuentes de ionización en modo positivo como 
en el electrospray (a presión atmosférica), comúnmente empleado en la 
cromatografía líquida con espectrometría de masas, la formación de un 
ion positivo resulta de la adición de uno o más protones al sitio básico 
de la molécula. Esto es una protonación dando lugar a una carga positi-
va. La masa del ion será mayor que la molécula original sin carga por la 
adición de un protón (1Da). (Rockwood, A.L. 2018) 
Los iones formados en la fuente de iones se separan de acuerdo con 
valores m/z en un analizador de masas. El término analizador de masas 
es de uso común, aunque más correctamente se llamaría un analizador 
m/z dado el hecho de que en los espectrómetros de masas se separan 
iones según su relación masa/carga (m/z), y no su masa. Donde m es el 
peso molecular del ion (en daltons) y z es el número de cargas positivas 
presentes en la molécula. Para moléculas <1000 daltons la carga gene-
ralmente es 1 y el valor m/z es la masa del ion molecular.
Figura 5-7: Fuentes de ionización y su aplicación
según peso molecular y polaridad.
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En la Figura 5-7 se muestran las fuentes de ionización según el peso 
molecular y la polaridad de las moléculas, nuestros ensayos emplearon 
impacto electrónico (CGMS) y electrospray (ESI) en LCMSMS, que 
abarcan las características requeridas: pesos moleculares menores a 1000 
daltons para CGMS y una polaridad dependiente del pH por lo que am-
bos sistemas resultaron aptos para nuestros estudios. 
El analito ionizado entra en un analizador de masas, que es la parte 
del instrumento en el que los iones se separan en función de sus valores 
m/z. El analito ionizado puede sufrir fragmentación, por la aplicación 
de energía que provoca la ruptura de los enlaces internos y la producción 
de múltiples especies químicas independientes.  
 En impacto electrónico la energía aplicada mayoritariamente es de 
70 eV, los datos del analizador pueden ser adquiridos en modo SCAN 
cuando se hace un screening de los posible compuestos de una muestra 
en un rango de masas. A los fines de identificar un compuesto se requie-
ren 4 iones del espectro del analito en estudio comparado con un testigo, 
con una variación no mayor a un 20% o bien la comparación con una 
librería de espectros solo a los fines de screening. Otro modo de adqui-
sición de datos es el SIM (selected ion monitoring) cuando se monitorean 
solo algunos fragmentos del o los analitos, esto reduce el ruido y aumen-
to de esta manera la sensibilidad. 
En el caso de los analizadores masas tándem la energía de fragmen-
tación es manejada por el operario, y la fragmentación se produce en la 
celda de colisión (CID:Collision Induced Dissociation), en los triple 
cuadrupolos uno de los modos de adquisición es el MRM (multiple re-
action monitoring), en el primer cuadrupolo se selecciona el/los iones 
precursores cargados positivamente (la molécula del analito) ,el segun-
do cuadrupolo es la celda de colisión en donde se produce la fragmen-
tación del analito a través de un gas como el nitrógeno  y el tercer cua-
drupolo detecta los fragmentos de interés (iones productos) según su 
relación m/z, al menos dos transiciones por analito deben ser monito-
readas para reunir los criterios de identificación vigentes por ejemplo 
por la Organization of Scientific Area Committees for Forensic Science 
(OSACA), que requiere reunir 4 puntos para la identificación de un 
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compuesto, cada transición en este caso equivale a 2  puntos. En algunos 
equipos de triple cuadrupolo es posible emplear el modo Dynamic Mul-
tiple Reaction Monitoring (dMRM) en el cual el analizador de masa solo 
verá las transiciones o iones producto empleando ventanas de tiempo de 
retención, y solo se ocupará de monitorear cada transición en la ventana 
de tiempos que le corresponda.  Figura 5-8 muestra el proceso en MRM.
Dentro de los ampliamente utilizados analizadores de masa tenemos: 
los cuadrupolos (Q), el ion trap (QIT) y los tiempos de vuelo (ToF) y los 
analizadores de masa híbridos como el cuadrupolo tiempo de vuelo-ma-
sa (QToF-Ms) que será detallado más adelante (Figura 5-15), o el ana-
lizador híbrido triple cuadrupolo/Ion Trap lineal (Figura 5-9), empleado 
en las determinaciones de fluido oral y estabilidad de la cocaína, higrina 
y cuscohigrina y otros alcaloides y metabolitos en orina; la diferencia 
con el triple cuadrupolo mostrado en la Figura 5-8 (empleado en nues-
tros análisis de pelo) es que tiene una celda inicial Q0 trapping que 
atrapa los iones, mientras el Q3 sigue haciendo el análisis de los iones 
m/z que van pasando.
Figura 5-8: Esquema fuente de iones triple cuadrupolo, Q1, Q2 (CID) y Q3, tipo 
de scan MRM (6460 QQQ Agilent)
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5.4.2 Pasos desde el hallazgo, pasando por la identificación ten-
tativa hasta la confirmación de los dos marcadores de mascado de 
hojas de coca: higrina y cuscohigrina. 
5.4.2.1 Cromatografía gaseosa con detector de masa (CGMS) 
La cromatografía de gases es una técnica de separación para solutos 
que sean volatilizables y estables térmicamente entre 400 ̊ C a 450 ̊ C o 
menores. Aproximadamente un 10% a 20% de los compuestos son se-
parable por cromatografía gaseosa.  
La técnica de cromatografía gaseosa con detector de masa fue la 
primera que empleamos sobre muestras de orina cuando no teníamos 
ninguna orientación del o los compuestos a buscar. Decidimos empezar 
por una técnica que era empleada de rutina en el laboratorio para buscar 
drogas en orina y tratar de hallar en el cromatograma algún pico o picos 
que pudieran ser un indicio de algún compuesto proveniente de la hoja 
de coca en las orinas de los masticadores. 
Las cromatogramas de orina de los mascadores de hoja de coca 
mostraban los alcaloides identificables en toda muestra de consumidores 
de cocaína: cocaína, metilecgonina y cinamoilcocaína, pero en todas se 
repetían dos picos uno de ellos de importante abundancia que salía entre 
la metilecgonina y la cocaína (pico “a”) y otro más pequeño que salía a 
los pocos minutos del solvente de corrida (pico “b”) (Figura 5-10), que 
no eran observable en los consumidores de cocaína. La benzoilecgonina, 
como ya explicamos en la sección anterior de preparación de muestras, 
Figura 5-9: Esquema de un analizador híbrido Triple cuadrupolo / Ion Trap lineal.
AB (SCIEX 3200 QTRAP®)
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no es extraíble con el solvente metilterbutil éter (MTBE) empleado en 
las extracciones. 
Etapas en la identificación de los compuestos “a” y “b” .
Dos fueron las etapas para hallar la estructura de los compuestos 
“a” y “b”
Identificación tentativa que incluye: 
La comparación con librerías comerciales,  
El análisis de los espectros de masa e información científica. 
Determinación del tiempo de retención aproximado a partir del ín-
dice de retención de Kovats. 
La comparación con espectros obtenidos de extractos de hoja de 
coca.  
Confirmación estructural de los compuestos “a” y “b” a través de: 
Testigos indubitables. 
Masa exacta empleando LC-QTOF-MS.
5.4.2.2 Identificación tentativa de los compuestos “a” y “b”.
5.4.2.2.1 Bibliotecas comerciales.
No fueron identificados ninguno de los dos 
picos por la librería  comercial NIST ni por la 
Pleger-Maurer-Mayer. Estos picos no se observa-
ban en las muestras de orina de los consumidores 
de cocaína. 
En la Figura 5-10 se muestra un cromatograma de un mascador de 
hojas de coca, en general los extractos que se obtienen con la extracción 
líquido-líquido a pH alcalino empleando metilterbutil éter como solven-
te de extracción son relativamente limpios. Se identifican como “a” y 
“b” los picos de referencia.
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Se usó una columna capilar HP-5ms 5% phenylmethylsylicone (30 
m _ 0.25 mm. i.d., 0.25 mm film thickness, Agilent), tiene un sangrado 
de columna mínimo y una actividad de columna que permite analizar 
una amplia variedad de analitos. Es en general una de las columnas de 
mayor uso en los laboratorios de toxicología forense.
En el caso de las fases estacionarias líquidas como la de polisiloxa-
nos tres tipos de interacciones se producen: dispersión, dipolo, enlace 
de hidrógeno, que son mostradas en la Tabla 5-7. La dispersión es la 
interacción dominante para todas las fases estacionarias de polisiloxano. 
La dispersión se puede entender como el concepto de volatilidad. Es 
decir, cuanto más volátil es un soluto, más rápidamente se eluye en la 
columna (por ejemplo, tiempo de retención menor). (Agilent 2010)
Figura 5-10: Cromatograma de la orina
de un mascador de hojas de coca.
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La columna capilar HP-5ms es una columna de dimetil polisiloxanos 
95% con 5% de grupos funcionales fenilo, es una columna no polar pero 
menos comparativamente que las columnas de metilpolisiloxanos, de 
muy bajo sangrado de columna y su principal mecanismo de interacción 
es la dispersión. Los compuestos más polares eluirán antes que los me-
nos polares como regla general. 
Por lo tanto, los dos picos desconocidos (“a” y “b”) que se obser-
vaban en el cromatograma tendrían una polaridad similar al metabolito 
de la cocaína, la ecgonina metil éster que además es un alcaloide de la 
hoja de coca y serían más polares que la cocaína y la cinamoilcocaína.
5.4.2.2.2 Cromatografía gaseosa con detector masa. 
Como vemos en la Tabla 5-6 en la técnica de 
CGMS se empleó una fuente de ionización al va-
cío por impacto electrónico a 70 eV y los iones 
según su relación m/z son separados y analizados 
en un cuadrupolo.
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Característica de los espectros de masa que surgen de una primera 
observación:  
Tienen un espectro de masa con un pico base (mayor intensidad) 
correspondiente al ion m/z: 84 (100%) y el resto de los fragmentos de 
poca abundancia o intensidad. Hace suponer que el ion 84 por su inten-
sidad es un fragmento de la molécula muy estable.  
Comparten los dos compuestos “a” y “b” iones en común por lo que 
podría pensarse en una parte molecular similar: iones m/z: 70; 84; 98; 
126 y relaciones isotópicas similares. El ion m/z 42 se coloca en la ima-
gen porque como veremos más adelante es uno de los fragmentos de 
mayor abundancia, pero no fue detectado porque el rango de masa ana-
lizado fue entre 50 a 450 daltons, se explicará posteriormente. 
El ion molecular (M+ sin un electrón), o sea el peso molecular del 
compuesto, podría considerarse para el compuesto a=224 y para el com-
puesto b=141. Según la regla en espectrometría de masa el ion molecu-
lar es de masa par, a no ser que tenga un número de nitrógenos impar, el 
número de nitrógenos par da lugar a masas par. De lo que se deduce que 
el compuesto b=141 tendría un número impar de nitrógeno y el a= 224 
podría no tener nitrógeno/s o bien un número para de éstos. 
Información científica. 
En el Capítulo 4 la Química de la Planta de Coca nos referimos al 
contenido de alcaloides de las hojas de coca e hicimos mención a las 
concentraciones halladas por Johnson y col (1994): (Tabla 5-8)
Tabla 5-8: Concentración de los alcaloides de la hoja de coca
en distintos estadios de la hoja.
nélida cristina rubio
208
La Tabla 5-8 muestra que la hoja de coca tiene otros dos alcaloides 
la higrina y la cuscohigrina en concentraciones  similares a los tres al-
caloides detectados en las muestras de orina de los mascadores de hoja 
y de los consumidores de cocaína: cocaína, metilecgonina o ecgonina 
metil éster y la cinamoilcocaína (tran y cis). 
Por otro lado, Lüning B. y col en un Acta Chemica Scandinavica de 
1965 publicaron un esquema con la fragmentación en espectrometría de 
masa de impacto electrónico de 70eV de la higrina. (Figura 5-12)
La Figura 5-12 muestra que los iones m/z que se forman luego de 
ionizar a la higrina por un haz de electrones de alta energía en la fuente 
de ionización al vacío de 70 eV son: 42, 70; 84; 98; 126. Correspondién-
dole a la m/z 84 el 100% y al resto de los iones abundancias menores 
del 5% con excepción del ion m/z 42 que tiene una intensidad del 18% 
(este ion no fue detectado en nuestros trabajos estaba fuera del rango de 
análisis del instrumento de CGMS). Por lo que nuestro compuesto “b” 
tendría mucha coincidencia con la higrina. 
No se halló en la bibliografía una fragmentación de la cuscohigrina 
de PM 224 
Figura 5-12: Esquema de la fragmentación del alcaloide higrina
en espectrometría de masa según Lüning B. y col (1965).
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Análisis de la correspondencia de los espectros de masa obtenidos 
en las orinas de los mascadores de hoja de coca con los alcaloides hi-
grina y cuscohigrina. (Tabla 5-9)
Tabla 5-9: Correspondencia de los iones hallados en los espectros de “a” y “b”
y las estructuras de la cuscohigrina y la higrina.
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Del análisis de la Tabla 5-9 puede observarse que los iones hallados 
en los espectros de masa del compuesto “a”: 70; 84; 98; 126, 209 y “b”: 
70; 84; 98; 126 perfectamente pueden ser parte de la estructura de la 
cuscohigrina y de la higrina respectivamente. La cuscohigrina en su 
estructura contiene a la estructura química de la higrina por lo que es 
lógico que comparta la mayor parte de los fragmentos de iones con la 
higrina incluso el pico base m/z 84. El ion 42 volvemos a reiterar no se 
observa en los espectros de masa de “a” y “b” de la Figura 5-11 porque 
el rango de análisis del instrumento fue de 50 a 450 daltons.  
Se volvió a inyectar posteriormente el compuesto “a” con un rango 
entre 40 a 450 daltons y se observa el ion m/z 42 que le sigue en abun-
dancia al ion base m/z 84 como mencionaban Lüning B. y col (1965). 
Figura 5-13.
Figura 5-13: Espectro de masa del compuesto “a”.
Rango entre 40-450 daltons con el ion m/z 42.
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5.4.2.2.3 Índice de retención de Kovats
En cromatografía gaseosa el uso de los índi-
ces de retención como el de Kovats resultan ser 
un parámetro útil para intercambiar entre labo-
ratorios independientemente del instrumento 
empleado. En el sistema de índice de retención 
(IR) diseñado por Kovats usa una serie homóloga de compuestos de 
cadena lineal (n-alcanos o n-parafinas) que se toman como referencia. 
El índice de retención para un alcano normal es el número de carbonos 
multiplicado por 100. Por ejemplo, n-dodecano (n-C12H26) se corres-
ponde con I = 1.200. Si un soluto equivale a I = 1.478, se eluye después 
de n-C14 y antes de n-C15, y está más próximo a n-C15. Los índices de 
retención normalizan las variables del instrumento para poder comparar 
los datos de retención en distintos sistemas de cromatografía de gases. 
Si se construye una curva de IR (se obtienen de la bibliografía para cada 
sustancia) vs tiempo de retención para una serie de compuestos en las 
condiciones de trabajo de nuestro método se obtendrá una relación lineal, 
así se puede ingresando el IR del nuevo compuesto a investigar conocer 
el tiempo de retención aproximado de aparición en las condiciones de 
nuestro ensayo (Clarke´s 2004). El Gráfico 5-2 muestra la curva obte-
nida cuando se grafica el IR vs tiempo de retención en las condiciones 
de trabajo del laboratorio de una serie de testigos indubitables de com-
puestos farmacéuticos y drogas de abuso. 
EL tiempo de retención aproximado obtenido a través del uso del 
índice de retención de Kovats fue empleado para el compuesto “b”, al 
que relacionamos por su estructura con la higrina cuando se iniciaron 
los estudios sobre el tema de esta tesis. El IR de la higrina nos da que 
este compuesto debería tener un tiempo de retención en nuestras condi-
ciones de 2,78 minutos vs el hallado en nuestras condiciones para el 
compuesto “b” de 2,52 minutos.
El IR de la cuscohigrina no se consiguió en la bibliografía.
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La gráfica fue construida determinando el tiempo de retención (Tr) 
de testigos de drogas de abuso y fármacos, cuyos IR fueron obtenidos 
de la biblioteca MPM (Maurer_Pleger_Mayer), manteniendo siempre 
las mismas condiciones cromatográficas en todo el ensayo.
IR = 1109 (higrina) 
Tr (calculado): 2,76 min. 
Tr (experimental): 2,52 min. 
A los fines identificatorios lo ideal hubiera sido hacer una curva IR 
vs Tr con alcanos de referencia y con el Tr de los compuestos “a” y “b” 
determinar el IR y así hacer la identificación.
5.4.2.2.4  Comparación con espectros obtenidos de extractos de 
hoja de coca.
A los efectos de comprobar que “a” y “b” 
provenían de las hojas de coca se hicieron extrac-
tos de éstas y se compararon los cromatogramas 
y los espectros de masa con la orina de masca-
dores de hojas de coca. Se halló coincidencia en los tiempos de retención 
y espectros de masa de ambos compuestos. (Figura 5-14).
Gráfico 5-2: Curva de calibración IR vs tiempo de retención (minutos).
tipos de muestra - preparación de muestras - técnicas instrumentales
213
5.4.2.3 Confirmación estructural de los compuestos “a” y “b”.
5.4.2.3.1 Testigo indubitable.
El análisis de los espectros de masa y los 
datos analíticos de la bibliografía parecían indi-
car que los compuestos pertenecerían a dos alca-
loides presentes en la hoja de coca derivados de 
Figura 5-14: Cromatograma  de hojas de coca
y orina de un mascador de hojas de coca.
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la pirrolidina, conocidos como higrina y cuscohigrina. No habíamos 
hallado información bibliográfica del análisis de estos dos compuestos 
en muestras de secuestro ni en muestras biológicas ni las habíamos de-
tectado en muestras de secuestro analizadas en nuestro laboratorio ni en 
muestras de orina de consumidores de cocaína.  
El análisis de testigos indubitables de higrina y cuscohigrina era un 
paso obligatorio para poder comparar con los espectros de nuestros des-
conocidos. Como mencionamos en el Capítulo 1 en “Configuración de 
la tesis”, estos compuestos no estaban disponibles comercialmente para 
ser empleados como testigos en los laboratorios. Se solicitó su síntesis 
a LGC de Milán Italia y a Toronto Research Chemicals. Inc de North 
York de Canadá. Ambos fueron nuestros proveedores del testigo de cus-
cohigrina durante nuestro trabajo. El testigo  de higrina no se consiguió 
durante el desarrollo de esta tesis, las hojas de coca nos sirvieron como 
“testigo “de este compuesto en todas nuestras experiencias. 
El testigo de cuscohigrina coincidió tanto en tiempo de retención 
como en su espectro de masa con nuestro compuesto “a”, habíamos 
resuelto favorablemente uno de nuestros desconocidos.
5.4.2.3.2 Cromatografía líquida con detector de masa tiempo de 
vuelo. (LC-QTOF-MS)
5.4.2.3.2.1 Generalidades 
En la Figura 5-15 del diagrama general del 
funcionamiento de un QTOF-MS se ve que los 
iones entran cargados luego de sufrir una ioniza-
ción en la fuente de ionización por electrospray 
(ESI), en el primer cuadrupolo (Q1) se seleccio-
na el/los iones precursores, estos atraviesan la celda de colisión (CID o 
Q2), llegan al pulsador de iones, que acelera los iones en el tubo de 
vuelo (TOF). Un espejo de iones en el extremo del tubo refleja los iones 
y los envía al detector que registra su tiempo de llegada.
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El tiempo de vuelo (t) para cada masa es único y viene determinado 
por la energía (E) a la que un ion se acelera, la distancia (d) que tiene 
que viajar y la relación m/z.
                                            m=2E/v2   (1)
                                             v = (2E/m)
La ecuación indica que, para una energía cinética dada, E, las masas 
Figura 5-15: Diagrama general del funcionamiento
de un QTOF-MS tándem. (Agilent)
Figura 5-16: Time-of-Flight análisis de iones
de carga única de diferentes masas.
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más pequeñas tendrán velocidades mayores que las masas más grandes. 
Los iones con masas menores llegarán antes al detector. Figura 5-16.
La velocidad viene determinada (y en consecuencia la masa) por la 
medida del tiempo que tarda un ion en alcanzar el detector. (Agilent 
2011) 
La segunda ecuación es velocidad (v) igual a la distancia (d) divi-
dida por el tiempo (t):
Las ecuaciones (1) y (2) combinadas producen: 
Para una energía (E) y distancia dadas, la masa es proporcional al 
cuadrado del tiempo de vuelo del ion. E y d se mantienen constantes y 
dan como resultado una variable A que simplifica la ecuación:
Para ser muy precisos, se debe considerar también un retraso del 
tiempo para aplicar la alta tensión:
 
Esto dará como resultado la ecuación final: (Agilent 2011)
Adquisición de datos:
 Hay tres modos en los que el equipo híbrido QTOF-MS (AGI-
LENT) puede ser configurado: 
Modo MS: pasan todos los iones en un rango de masa a través del 
instrumento, en este modo no hay fragmentación en la celda de colisión. 
Se especifica el rango de masa y la velocidad de adquisición y el tiempo 
para recolectar espectros.
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Modo Auto  MS/MS (Q-TOF solamente): en este modo se espe-
cifica el ion precursor que se desea que el cuadrupolo seleccione y que 
pase a la celda de colisión para su fragmentación. Se pasan todos los 
iones productos por el TOF y el analista selecciona luego que espectros 
de los iones productos originados en el TOF desea analizar. Se pueden 
emplear varias energías de colisión.
Modo Targeted MS/MS: este modo se emplea cuando se conoce 
el compuesto y se coloca el ion precursor y se varía la energía de colisión 
hasta optimizar la abundancia del ion producto.
En nuestra experiencia las muestras de pelo fueron analizadas em-
pleando un cromatógrafo líquido con detector hibrido QTOF-MS que se 
operó en modo MS y auto MS/MS en combinación con una librería y 
base de datos. La librería fue confeccionada con masas exactas de frag-
mentos provenientes del CID (collision-induced dissociation) de 2500 
compuestos tóxicos (139 son metabolitos obtenido de testigos puros) a 
tres diferentes energías de colisión (10, 20 y 40 eV), estos datos fueron 
incluidos en una base de datos TOF-MS con fórmulas moleculares de 
más de 7.500 sustancias a partir de las cuales se calculan las masas pre-
cisas y el patrón de isótopos, además, el software  MassHunter posee 
entre otras, una herramienta que permite calcular probables metabolitos 
a partir de la masa exacta del posible compuesto por procedimientos de 
sustracción o adición (ej. hidroxilación = + O, demetilación = − CH2 )
(Broecker S. y col. 2011), en nuestro estudio se analizó además, el tes-
tigo de cuscohigrina y un extracto de hoja de coca como testigo de hi-
grina en las mismas condiciones.   Una fuente de ionización de baja 
energía, ESI positiva fue empleada, donde las formas protonadas 
[M+H]+  fueron seleccionadas por el cuadrupolo con una resolución de 
masa de 1.3m/z.  En el modo MS el cuadrupolo deja pasar los iones en 
un rango de masas de 100 a 1000 m/z con una precisión de masa <3 ppm 
, la energía CID en este modo fue 0. En modo auto MS-MS se seleccio-
naron los iones precursores con Δm/z = 4, en un rango de masas 50–600 
m/z, la energía CID se incrementó en función de la masa. En el análisis 
toxicológico sistemático se utilizó el modo auto-MS-MS (adquisición 
dependiente de los datos) con un tiempo de ciclo de 1,1 s, medición de 
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0,25 s en modo MS, todos los iones que entran a la fuente de ionización 
pasan al TOF, se obtiene el espectro de  masa total del compuesto pro-
tonado y su tiempo de retención, se seleccionan  3 tres precursores (io-
nes) de masas más abundantes, que se fragmentan según una energía de 
colisión dependiente de la masa.
Energía de colisión = (4 + 0,06 m/z) eV y se miden en el TOF estos 
fragmentos (modo MS-MS) durante el tiempo restante del ciclo, luego 
el ciclo se inicia nuevamente. Al final se tendrá las masas moleculares 
exactas y la fórmula molecular de los compuestos y de sus fragmentos 
obtenido en CID. (Broecker S. y col. 2011 y 2012).
Si bien la energía de colisión aplicada a la molécula desconocida 
suele ser diferente de la empleada en la obtención de la biblioteca, 10, 
20 o 40 eV, cuando se hacen las comparaciones las mayores coinciden-
cias se dan con los espectros del desconocido obtenidos a energías de 
colisión cercanas a las empleadas en la biblioteca, esto se debe a que la 
coincidencia de las masas de fragmentos precisas es una indicación de 
identidad más fuerte que la proporción de abundancia.
5.4.2.3.2.2 Determinación de la masa exacta de la higrina y cus-
cohigrina. 
Hasta el momento que se realizó esta medición no se habían encon-
trado referencias de las mediciones de la higrina y cuscohigrina por 
LCMSMS y/o LC-QTOF-MS. 
La descripción de la columna empleada (HILIC) en estos estudios 
será objeto de un apartado posterior.
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Los espectros de masa de la higrina y cuscohigrina (Figuras 5-17 
y 5-18) muestran mayoritariamente el ion 84,0803/84,0808 (provenien-
te del catión Δ1- dihydropyrrolium) y el ion m/z 42,0340 correspondien-
te a un fragmento [CH2=N=CH2]+ o [CH3-N CH]+. Ambos iones tam-
bién fueron visualizados en los espectros de masa cuando se empleó 
cromatografía gaseosa con un analizador de masa de un cuadrupolo y 
una fuente de ionización al vacio de 70ev. 
En el espectro de masa de la cuscohigrina (Figura 5-18) se observan 
otros iones m/z de muy baja intensidad (amplificados x450): 114,0686; 
Figura 5-17: Espectro de masa exacta de la Higrina (hoja de coca). CID 3 eV.
Figura 5-18: Espectro de masa exacta testigo de Cuscohigrina. CID 3 eV.
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128,1107; 142,1203; 166,1567; 209;1965 que permiten hacer un esque-
ma tentativo de la fragmentación de la cuscohigrina (Figura 5-19 Es-
quema fragmentación cuscohigrina)
La Tabla 5-10 muestra el cálculo de la masa exacta de la cuscohi-
grina e higrina y su comparación con la masa medida en el LC-QTOF-
MS.
Figura 5-19: Esquema de la fragmentación de la cuscohigrina.
Tabla 5-10: Cálculo de la masa exacta de la cuscohigrina y la higrina.
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5.4.2.3.2.3 Hallazgo de dos metabolitos de la cuscohigrina. 
(CUS-M1 y CUS-M2).
Al realizar el análisis de los cromatogramas obtenidos por el LC-
MSMS de las muestras de pelo de los mascadores de hoja de coca (26 
muestras) y de los consumidores de cocaína (22 muestras) se hallaron 
en las muestras de pelo de los mascadores de hoja de coca, dos picos con 
iguales transiciones que la cuscohigrina (m/z=84 y m/z=42) pero con 
distintos tiempos de retención: CUS-M1= 12,4 minutos y CUS-M2= 
15,2 min mientras que la cuscohigrina salía a 17 minutos. Estos dos 
compuestos que podrían corresponder a dos posibles metabolitos de la 
cuscohigrina con un tiempo de retención menor, no fueron detectados 
en los consumidores de cocaína ni en los extractos de hoja de coca. 
A efectos de determinar la masa exacta de estos dos compuestos 
CUS-M1 y CUS-M2 se pasaron en iguales condiciones cromatográficas 
por el LC-QTOF-MS. 
Los resultados se muestran en la Figura 5-20, al igual que sus po-
sibles estructuras químicas. 
El metabolito CUS-M1 (12,4 min.) con un m/z= 241.1899 [M+H], 
C13H24N2O2, no fue detectado en las muestras de pelo de todos los 
mascadores de hoja de coca, si fue positivo en todas las muestras de pelo 
el segundo metabolito CUS-M2 (16,2 min.) m/z=225.1615 [M+H], 
C12H20N2O2. Recordemos que la ionización es por ESI y la molécula 
se carga positivamente por el agregado de un protón, por lo que al valor 
m/z obtenido hay que restarle un H para obtener el peso molecular del 
compuesto. 
En los dos espectros de CUS-M1 y CUS-M2 el pico base es m/z = 
84,0818 y el ión m/z 42,0373 (no se observa en el espectro CUS-M1), 
ambos presentes también en el espectro de la cuscohigrina. Un pico 
extra detectable en el metabolito CUS-M1 de m/z= 158,1167 cuya es-
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A modo de resumen de los resultados hallados en cada uno de los 
pasos de la identificación tentativa y la confirmación estructural de los 
compuestos “a” y “b” que a estas alturas ya están identificados como 
CUSCOHIGRINA e HIGRINA respectivamente, se muestran en las Fi-
guras 5-21 y Figura 5-22.
Figura 5-22 Pasos de la confirmación estructural de los compuestos “a” y “b”.
Figura 5-21: Pasos de la identificación tentativa de los compuestos “a” y “b”.
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5.4.3 La elección de las columnas HILIC (hydrophilic interac-
tion chromatography), paso fundamental para la separación de la 
higrina y cuscohigrina en un LCMSMS y LC-QTOF-MS. 
La elección de la columna, fue un paso imprescindible para estable-
cer la identidad de los dos compuestos investigados, “a” y “b”, a partir 
de la determinación de su masa exacta por un LC-QTOF-MS y poste-
riormente para estudiar el comportamiento de la higrina y cuscohigrina 
en otras matrices biológicas como el pelo y fluido oral con el uso de un 
LCMSMS. Para ello,  fue necesario buscar una columna que nos permi-
tiera separar la higrina y la cuscohigrina pero que también fuera eficien-
te para el análisis de los alcaloides tradicionales de la hoja de coca y 
metabolitos de la cocaína (cocaína, ecgonina metil éster, benzoilecgoni-
na, anhidroecgonina metil éster, cinamoilcocaína, tropococaína, norco-
caína.). Además, al igual que la cocaína, ecgonina metil éster o benzoi-
lecgonina era esperable que la higrina y cuscohigrina estuvieran en el 
rango de los ng/mL o menor, por lo que el desarrollo de los métodos 
tanto en pelo como en fluido oral debían hacerse con técnicas más sen-
sibles que la cromatografía gaseosa con detector de masa simple cua-
drupolo (CGMS). 
Las técnicas que se utilizaron  fueron: la cromatografía líquida con 
detector de triple cuadrupolo (LCMSMS) y la cromatografía líquida con 
masa híbrido simple cuadrupolo con analizador de tiempo de vuelo (LC-
QTOF-MS) para determinar masa exacta, una breve descripción de am-
bas fue dada previamente. La elección de la columna fue uno de los 
inconvenientes en el desarrollo de estos métodos, por lo que un detalle 
de la columna HILIC, como los parámetros de pH de la fase móvil, 
concentración de buffer y distintas interacciones que gobiernan en la 
separación de los solutos, como así también de cómo se llegó a la deci-
sión de emplear este tipo de columnas en nuestros estudios y las dificul-
tades encontradas, serán discutidos. 
 
5.4.3.1 Generalidades de las columnas HILIC. 
El término “hydrophilic interaction chromatography” (HILIC)—fue 
acuñado por Alpert A. en 1990, como un acrónimo en lugar de HIC que 
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ya había sido empleado para el término “Hydrophobic-Interaction Chro-
matography”. En este tipo de columnas de cromatografía hidrofílica se 
emplea una fase móvil hidrofóbica conteniendo una mezcla de una apre-
ciable cantidad de agua (al menos 2,5vol.%) y un solvente menos polar. 
típicamente > 70% de acetonitrilo, en las que la retención aumenta con 
la hidrofilicidad de los solutos. Ésta es una variante de la cromatografía 
de fase normal, pero los mecanismos de separación son más complica-
dos. Como en las fases normales (NP-LC) las columnas HILIC emplean 
una fase estacionaria de sílica, amino o ciano, pero las fases móviles 
empleadas por las columnas HILIC son similares a las fases reversas de 
la cromatografía líquida (RP-LC) y además permiten la separación de 
compuestos cargados como las cromatografías iónicas (IC). (Buszewski 
B. y col 2012) Figura 5-23.
Cavazzini A. y col. (2017), Buszewski B. y col. (2012), mencionan 
una serie de ventajas de las columnas HILIC, como alternativa a las 
cromatografías de fase normal o reversa a saber: 
Los solventes empleados son similares a los usados en la cromato-
grafía en fase reversa, por un lado, favorece la interfaz con los espectro-
fotómetros de masa y en especial el acetonitrilo mejora la ionización en 
los detectores de masa que usan ionización por electrospray (ESI) au-
mentando la sensibilidad de la detección, por otro lado, tampoco es 
necesario con el uso de las columnas HILIC tener equipos dedicados a 
Figura 5-23: Relación HILIC con las otras fases.
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una tarea específica como con el uso de las fases normales. HILIC tiene 
ventajas para la separación de compuestos hidrofílicos con respecto a 
las fases reversas y trabaja a bajas presiones porque los solventes em-
pleados tienen baja viscosidad (acetonitrilo) lo que permite su uso a 
mayor velocidad dando gráficas aplanada de Van Deemter lo que permi-
te además usar columnas más largas, esto es una   diferencia con las 
columnas de fase reversa. La columna HILIC permite también la inyec-
ción de las muestras biológicas directamente, sin la necesidad de eva-
porar, por ejemplo, el sobrenadanate obtenido luego de una precipitación 
con proteínas con acetonitrilo. La cromatografía líquida de interacción 
hidrofílica se ha establecido como el modo de separación elegido para 
compuestos altamente hidrofílicos y anfifílicos sin carga que son dema-
siado polares para ser retenidos en RP-LC, pero no tienen carga suficien-
te para permitir una retención electrostática efectiva en la cromatografía 
de intercambio iónico. La separación HILIC actualmente está atrayendo 
mucho interés ya que resuelve muchos problemas de separación que 
antes eran difíciles, como la separación de pequeños ácidos orgánicos, 
medicamentos básicos y muchas otras sustancias neutras y cargadas. 
 
5.4.3.2 Tipo de fases HILIC. 
Típicamente las fases estacionarias de las columnas HILIC consis-
ten en una fase de sílica (bare silica) sobre la que se adicionan grupos: 
diol, ciano, amino etc. fases estacionarias basadas en polímeros también 
pueden ser usadas. Algunas de las fases estacionarias HILIC se muestras 
en la Tabla 5-11.
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La fase estacionaria de la columna HILIC empleada en nuestros 
análisis fue una superficie de sílice que contiene grupos funcionales 
como siloxanos, silanoles. La sílice amorfa con una estructura porosa 
tiene tres tipos de silanoles en la superficie: aislados, germinales (dos 
hidroxilos unidos a un silicio) y vecinal (hidroxilos unidos por puente). 
La superficie también contiene expuestos enlaces siloxano (Si-O-Si). 
Los silanoles se consideran sitios de fuerte adsorción, mientras que los 
Tabla 5-11: Fases estacionarias de las columnas HILIC.
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sitios de siloxano generalmente se consideran hidrófobos. El par de elec-
trones del oxígeno del siloxano (Si-O-Si) interacciona con los electrones 
pi de los analitos a ser separados, pero es poca la intervención de los 
grupos siloxanos en la retención del compuesto. Nawrocki, J. 1997. 
 5.4.3.3 Mecanismos de interacción de las columnas HILIC. 
Los mecanismos de retención de las HILIC son una combinación 
de partición entre la fase acuosa asociada a la fase estacionaria de super-
ficie hidrofílica y los solventes orgánicos de la fase móvil. Los grupos 
hidrofílicos en la superficie de la fase estacionaria retienen fuertemente 
las moléculas de agua de la fase móvil, formando una capa acuosa que 
permanece estancada en ella. Así, un analito polar disuelto en la fase 
móvil sufre un mecanismo de partición entre las dos fases líquidas: la 
capa acuosa inmovilizada en la superficie de la fase estacionaria y la fase 
móvil rica en materia orgánica. Como regla general, la retención en 
HILIC se rige principalmente por este mecanismo de partición propues-
to por Alpert. Figura 5-24.
Además, otras interac-
ciones como las uniones 
hidrógeno (adsorción), las 
dipolo-dipolo y las elec-
trostáticas y aún las hidro-
fóbicas también pueden 
desempeñar un papel en la 
retención de los compues-
tos en las HILIC (Rodri-
guez-Gonzalo y col. 2018). 
La existencia de otras 
interacciones además de la 
partición, como la adsor-
ción e interacciones electrostáticas entre la fase móvil-fase estacionaria 
hacen importante considerar la composición de la fase móvil, la fuerza 
iónica y el pH de las soluciones tampón y la temperatura. Se ha hecho 
un ranking de importancia basado en un enfoque estadístico, de qué 
Figura 5-24: Mecanismo de partición
en columna HILIC.
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parámetros operativos de las HILIC afectan más la retención y la selec-
tividad en estas columnas.  
Para la retención el orden de importancia fue observado: contenido 
orgánico de la fase móvil> fase estacionaria> temperatura ~pH fase 
móvil (por ejemplo, pH 3-6 pueden afectar el grado de ionización del 
analito) ~concentración del tampón. 
Para la selectividad: la naturaleza de la fase estacionaria> pH de la 
fase móvil > concentración del tampón > temperatura > contenido orgá-
nico de la fase móvil. La selectividad puede ser modificada cambiando 
el pH de la fase móvil porque no solamente cambia el estado de la ioni-
zación de los grupos silanol de la fase estacionaria sino también el esta-
do de ionización de los analitos. (Mc Cally 2007) 
Los factores de los que depende el mecanismo de separación depen-
derán de las propiedades de la fase estacionaria, de la fase orgánica hi-
droorgánica y de la estructura de los compuestos investigados. Muchas 
veces definir que mecanismo es el que prepondera no es un trabajo sen-
cillo de elucidar.
5.4.3.4 Fase móvil, concentración de sales, pH y temperatura: 
cómo afectan en la elución de los analitos. 
Fase móvil.  
El acetonitrilo es el típico solvente empleado como fase móvil en 
las separaciones en las columnas HILIC. El acetonitrilo se puede mezclar 
con otros solventes con mayor fuerza de elución.  
Solventes de fuerza de elución decreciente: 
metanol> etanol> isopropanol> tetrahidrofurano> acetonitrilo. 
Siendo el acetonitrilo un solvente aprótico, de bajo poder de elución 
y miscible con el agua que tiene fuerte poder de elución hacen que sean 
una mezcla óptima. El contenido inicial de acetonitrilo debe ser superior 
a 90% y no mayor a 98%. Como el acetonitrilo es muy miscible en agua, 
solo los contenidos superiores al 90% conducen a una capa de agua, que 
se adsorbe a la superficie polar de la fase estacionaria, cuando el conte-
nido de agua de la fase móvil aumenta, (lo recomendable a no más del 
40%) se produce un colapso de la lámina de agua adsorbida sobre la fase 
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estacionaria que se mezcla completamente con el agua que pasa y ya no 
se produce la partición entre la fase móvil y la fase acuosa adsorbida a 
la fase estacionaria y se produce la elución de todos los analitos. (Mc-
Calley, D.V. 2007; Letzel, T. 2019) 
Para volver a formarse nuevamente la capa de agua sobre la fase 
estacionaria es necesario pasar entre 20 a 30 volúmenes de columna para 
alcanzar el equilibrio, lo que puede lograrse aumentando la velocidad 
del flujo, porque más que el tiempo lo importante son los volúmenes de 
fase móvil con las proporciones iniciales que se pasan. (Letzel, T 2019) 
Sales 
Las sales que se emplean con las columnas HILIC son generalmen-
te acetato de amonio, formiato de amonio o bicarbonato de amonio, son 
sales muy solubles en acetonitrilo y por su volatilidad pueden ser em-
pleadas en espectrometría de masa. El formiato de amonio es una sal 
más ácida que el acetato de amonio. 
Las sales se agregan a la fase móvil para controlar las interacciones 
electrostáticas entre analitos cargados y la fase estacionaria cargada. 
Además, esto también conduce a picos de elución con menos tailing. 
El aumento de la sal incrementa la capa de agua adsorbida a la fase 
estacionaria de la columna, por otro lado, la fase móvil orgánica empu-
ja a la sal a la capa acuosa, al aumentar el espesor de la capa acuosa 
también se aumenta la retención de los analitos polares incluso los neu-
tros. Por lo tanto, un gradiente de sal decreciente tendría el efecto de 
aumentar el contenido de fase móvil orgánica con mayor fuerza de elu-
ción. 
En el caso de moléculas cargadas, al aumentar el contenido de sal 
en la fase móvil se produce una disminución de la interacción electros-
tática entre el analito con la fase estacionaria cargada o zwitteriónica, 
conduciendo a una reducción de la retención del analito correspondien-
te, comparado con concentraciones de sal más bajas que producirán 
tiempos de retención más prolongados por el aumento en la interacción 
electrostática entre el analito y la fase estacionaria. (Letzel, T 2019) 
pH 
El pH es un factor importante que debe ser considerado cuando se 
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emplea una columna HILIC, muchos compuestos separables por estas 
columnas estarán con o sin carga dependiendo el pH de la fase móvil, 
por lo tanto, es importante que el analito a separar esté en una forma que 
sea separable y estable en las condiciones del ensayo. Las fases estacio-
narias en particular las de sílica dependen del pH su estado de protona-
ción. Con valores de pH por debajo de 4 o 5 estará totalmente protonada, 
por lo tanto, no dará lugar a interacciones electrostáticas con el analito, 
si el pH se incrementa por arriba de 5 la sílica podrá estar parcialmente 
protonada y puede haber interacción electrostática modificando los tiem-
pos de retención. (Letzel, T 2019). McCalley, D.V (2007) encontró que 
variaciones de pH entre 3 a 4,5 en columnas de sílica no varian signifi-
cativamente la retención de bases cargadas. 
Temperatura 
Es de preveer que un aumento en la temperatura de la columna 
tendrá disminuciones en los tiempos de retención de los analitos.  
La temperatura de la columna es un parámetro importante en la 
separación HILIC y afecta la viscosidad de la fase móvil, la difusividad 
del analito y la energía para la partición del analito entre la fase móvil y 
la capa de agua en las fases estacionarias. (Letzel, T. 2019) 
 
5.4.3.5 El desarrollo de los métodos para la búsqueda de higrina 
y cuscohigrina en pelo y fluido oral empleando cromatografía líqui-
da triple Q y columnas HILIC. 
Una vez que tuvimos nuestros marcadores higrina y cuscohigrina 
identificados en orina por la técnica de CGMS, era lógico seguir la eva-
luación de estos dos marcadores en otras matrices de uso forense como 
el pelo y el fluido oral.  La cromatografía líquido masa acoplada a un 
triple cuadrupolo es hoy en día la técnica de elección por su alta sensi-
bilidad para el análisis de muestras de pelo y fluido oral como ya men-
cionamos anteriormente.
No se hallaron referencias bibliográficas sobre el análisis de estos 
dos alcaloides por LCMSMS en ninguna de estas dos matrices.   
Había que buscar entonces: 
Columna a emplear, fases móviles, temperatura de la columna. 
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Los parámetros cromatográficos como:
transiciones a monitorear, o sea los iones productos a partir de los 
iones padres de higrina y cuscohigrina (M+) a ser monitoreados, em-
pleando el método de adquisición multiple reaction monitoring (MRM), 
las condiciones de fragmentación en el proceso conocido como co-
llision-induced dissociation (CID) que se produce en el segundo cuadru-
polo o Q2 con el empleo de un gas inerte como nitrógeno (en nuestros 
análisis), 
que nuestro método de preparación de la muestra pudiera acoplarse 
a las condiciones instrumentales y 
que el método empleado en la preparación de muestras fuera hábil 
en extraer los dos compuestos de interés
 Nuestro objetivo era lograr un sistema con condiciones reproduci-
bles, con un límite de detección adecuado (este era un dato que no te-
níamos, no conocíamos el comportamiento de nuestros marcadores ni 
en el pelo ni en el fluido oral) y por supuesto que se adecue a la dispo-
nibilidad analítica del laboratorio. A diferencia de nuestros primeros 
ensayos con CGMS ahora conocíamos los compuestos que debíamos 
buscar. 
Los primeros ensayos fueron dirigidos a intentar detectar estos dos 
compuestos siguiendo los métodos que el laboratorio, donde se desarro-
llaron los estudios, empleaba de rutina para análisis de drogas de abuso 
con columnas de fase reversa. 
Las columnas de fase reversa no fueron adecuadas para la separa-
ción de la higrina y cuscohigrina, estos compuestos no fueron visuali-
zados.  Suponíamos que no eran retenidos por la hidrofobicidad de la 
fase y salían con el frente del solvente, algo similar ocurre con metabo-
litos polares de la cocaína como la metilecgonina que es pobremente 
retenido por las columnas de fase reversa o la benzoilecgonina que re-
quiere ser derivatizada para su análisis, el Log P volvió a ser un paráme-
tro a ser considerado y  por esta razón se empezó a pensar en usar una 
columna de intercambio hidrofílico como las HILIC.  
¿Para qué compuestos se emplea una columna HILIC? 
Para aquellos que tienen un LogP aproximadamente de 0 o menor. 
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Como se observa en la Figura 5-25 los nuevos compuestos a investigar 
higrina y cuscohigrina cumplían con las características, pero también 
los metabolitos de la cocaína: benzoilecgonina, ecgonina, metilecgonina. 
Cocaína y anhidroecgonina metil ester fueron analizadas en columnas 
HILIC de sílica en un trabajo previo de Giroud C y col (2014) en sangre 
y tejido, era de suponer que cinamoilcocaína y tropococaína fueran tam-
bién separadas por tener similares Log P que la cocaína. Figura 5-25 
muestra la ubicación de los compuestos investigados en el rango de uso 
de las columnas HILIC y de fase reversa.
Se seleccionó para trabajar una columna de interacción hidrofílica 
(HILIC) de polisiloxano sin grupos funcionales. Se trabajó a un pH de 
4,2 y como sal se empleó la sal de formiato de amonio a dos concentra-
ciones 100 mM y 20 mM. 
La sal de formiato de amonio es ligeramente ácida (pH ~5,3). 
El empleo de la columna HILIC a pH~5,3 sin ajustar, no permitía 
que la cuscohigrina eluyera de la columna, suponíamos que la misma 
quedaba adsorbida a la fase estacionaria retenía por la interacción elec-
trostática entre los grupos OH de los silanoles que están cargados nega-
tivamente a ese pH, y la cuscohigrina cargada positivamente en sus dos 
grupos + NH-CH3. El pKa de la cuscohigrina es de ~ 9.8, al pH 5,3 
Figura 5-25: Relación Log P y uso de las columnas HILIC.
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estará cargada positivamente. En la Figura 5-26 se esquematiza la po-
sible interacción y el cuadro de la contribución de los distintos mecanis-
mos de interacción fase estacionaria-analito en estas condiciones.
pH 4,2 ajustado con ácido fórmico. 
Al bajar el pH a 4,2 los grupos OH de los silanoles no estarán car-
gado y por lo tanto el mecanismo de interacción electrostática de la 
cuscohigrina será muy bajo, esto hizo que eluyera a un tiempo de 12 
minutos aproximadamente.
Modificación de la fase móvil, variando la concentración de la sal 
de formiato de amonio y agregando al acetonitrilo un solvente de mayor 
fuerza elución como el metanol en una relación ACN: METOH (4:1)
Los análisis de las muestras de pelo y fluido oral se realizaron por 
Figura 5-26: Representación de la interacción electrostática de la cuscohigrina 
con los grupos silanol de la fase estacionaria a pH 5,3.
Figura 5-27: Representación de la interacción electrostática de la cuscohigrina 
con los grupos silanol de la fase estacionaria a pH 4,2.
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LCMSMS empleando una columna HILIC de polisiloxanos, variando 
las condiciones de la fase móvil, se disminuyó la concentración de la sal 
de formiato de amonio y se agregó metanol al acetonitrilo. 
El aumento de la sal de formiato de amonio en la fase móvil, como 
vimos anteriormente, tiene como efecto el aumento de la capa de agua 
adsorbida a la fase estacionaria, esto aumenta el mecanismo de partición, 
aumentando la retención del compuesto dentro de la columna y por otro 
lado disminuye las interacciones electrostáticas. Era de esperar por lo 
tanto que con menores concentraciones de formiato de amonio (20 mM), 
menor será la capa acuosa sobre la fase estacionaria y la fase orgánica 
tendrá mayor poder de elución potenciada con la mezcla del metanol de 
superior fuerza de elución que el acetonitrilo, la consecuencia fue un 
cromatograma acortado prácticamente a la mitad. La cuscohigrina que 
es el último compuesto en eluir sale a 11,65 minutos vs 17 minutos con 
la fase móvil con 100 mM de formiato de amonio y sin metanol. (Tabla 
5-12) 
Obtuvimos con este cambio un tiempo de corrida más corto y tra-
bajar con menor concentración de sal que es más satisfactorio para el 
cuidado del sistema cromatográfico.
Tabla 5-12: Tiempos de retención de los compuestos analizados.
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La benzoilecgonina es un compuesto zwitterión, o sea que contiene 
un grupo ácido (COOH) y un grupo básico (HNCH3) (y son, por tan-
to, anfóteros) existiendo como iones dipolares en ciertos intervalos 
de pH. La Figura 5-28 muestra la benzoilecgonina dependiendo del pH 
como catión, zwitterión y anión. 
A pH 4,2 estará en la forma zwitterión, o sea con una carga positiva 
y otra negativa, entendiendo que la carga neta es 0, tiene en esta condi-
ción menor polaridad que el resto de los compuestos analizados que a 
ese valor de pH estarán cargados positivamente y serán más retenidos 
por la fase acuosa de la columna mientras que la benzoilecgonina será 
eluida más tempranamente con la mezcla acetonitrio: metanol y formia-
to de amonio 20 mM que la cocaína. Al aumentar la concentración del 
formiato de amonio a 100 mM la interacción electrostática interna de la 
molécula de benzoilecgonina disminuiría o sería interrumpida (Buszews-
ki B. y col. 2012) y particionaría en mayor medida con la fase acuosa 
aumentando su retención y saliendo por detrás de compuestos menos 
polares como cinamoilcocaína, cocaína, cocaetileno y tropococaína. 
En las Figura 5-29 y Figura 5-30 se muestra cómo va siendo el 
desarrollo en la columna HILIC con el gradiente de solvente empleado 
en el análisis de las muestras de pelo y fluído respectivamente, hasta la 
elución del último compuesto que es la cuscohigrina que eluye aumen-
tando la proporción de agua en la fase móvil. En el caso  del desarrollo 
del método de fluido oral la proporción de H2O: ACN se llevó a 60%: 
40%, y se aumentó la velocidad a 500 uL/min para poder eluir la cusco-
higrina, esta proporción de agua fue superior al 40% recomendado, por 
Tabla 5-28: Estados de ionización de la benzoilecgonina según el pH.
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lo que tuvimos que controlar que no se produjera condensación de agua 
en el “curtain plate” de la fuente de ionización y el aumento de presión 
fuera resistido por las tuberías.
Figura 5-29: Gradiente de solvente empleado en la columna HILIC y la interac-
ción con la columna, en el método de pelo. Poroshell 120 HILIC, 2.1×100 mm, 
2.7 μm, (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany).
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Figura 5-30: Gradiente de solvente empleado en la columna HILIC y la interac-
ción con la columna en el método de fluido oral. LabPoroshell 120 Hilic (2.7 μm, 
2.10 × 100mm2) from Agilent Technologies (Santa Clara, CA, USA).
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5.4.4 Efecto Matriz 
5.4.4.1 Generalidades 
La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masa em-
pleando fuentes de ionización a presión atmosférica es hoy en día un 
“Gold standard” en los laboratorios de toxicología forense para el aná-
lisis de compuestos farmacéuticos y drogas en matrices biológicas. Se 
ha observado, en especial cuando se emplea ionización por ESI, altera-
ciones en las señales en el espectrómetro de masa, que es llamado: “efec-
to matriz” (EM), que si bien se conocen y han sido extensamente des-
critas que ocurren no son aún bien entendidas. Las hipótesis sobre los 
mecanismos que explican la disminución de la señal (signal suppression) 
son más numerosas que las que tratan de explicar el aumento de la señal 
(signal enhancement) por EM. (Trufelli H. y col 2011).  
Se ha visto que moléculas como las proteínas, lípidos, azúcares o 
sales afectan el proceso de la ionización y coeluyen con los analitos de 
la muestra e interfieren en su detección, sea porque disminuyen o au-
mentan la señal (signal suppression or enhancement). Además de las 
sustancias endógenas las sustancias exógenas que no están en las mues-
tras, pero pueden provenir de la preparación de la muestra, como pro-
ductos liberados durante la extracción en fase sólida (SPE), plásticos 
residuos de polímeros o de los agregados a la fase móvil como por 
ejemplo tampones, productos liberados de las fases estacionarias de las 
columnas etc. 
La adición de aditivos a la fase móvil como ácido trifluoroacético 
(TFA), ácido fórmico, ácido acético, hidróxido de amonio,acetato de 
amonio y formiato de amonio es un parámetro a optimizar, porque son 
causantes de supresión de la señal, por ejemplo la adición de tampones 
tales como acetato de amonio y formiato de amonio a la fase móvil 
puede resultar en un efecto de supresión de la señal, que es mayor al 
aumentar la concentración del tampón de una concentración de 1 y 5 
mM. (Furey A. y col. 2013) 
Los métodos de preparación de muestras como extracción por sol-
ventes, precipitación de proteínas, extracción por fase estacionario (SPE) 
o dilución remueven buena parte de estos interferentes endógenos, pero 
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no totalmente (Marchi, I. col 2010). La precipitación de proteína con 
solvente orgánico (acetonitrilo) ha demostrado tener mayor efecto matriz 
que la extracción por fase estacionario (SPE) y la extracción líquido-lí-
quido. 
El efecto matriz puede ocurrir durante la preparación de la muestra 
y/o análisis. El mejoramiento en los procesos de extracción o el uso de 
analitos deuterados son procedimientos recomendados para disminuir el 
efecto matriz. Por ejemplo, los extractos obtenidos de columnas de SPE 
con fase estacionario polimérica o fase sílica intercambiadora de catio-
nes contiene solo 14% del nivel de fosfolípidos de los extractos por 
precipitación de proteínas. (Ismaiel, O.A. y col 2010). 
Es claro que el EM puede variar entre diferentes muestras biológi-
cas, pero lo que no es tan claro que también puede variar en el mismo 
tipo de nuestros pero pertenecientes a diferentes individuos por ejemplo 
fluido oral. 
 
5.4.4.2 Medición del efecto matriz. 
Dos son los métodos para evaluar el efecto matriz: (ANSI/ASB 
Standard 036, 1st Ed. 2019) 
Infusión post-columna: 
Este método de evaluar cualitativamente el efecto matriz nos da 
información sobre el tiempo de retención donde puede ocurrir una señal 
de supresión o de aumento, es un método útil en la fase de puesta a 
punto de los métodos por LCMSMS. 
Un flujo constante del analito a investigar es introducido en el elu-
yente del cromatógrafo líquido después de la columna y antes del espec-
trómetro de masa. Una muestra de matriz blanco es inyectada en las 
condiciones cromatográficas del método empleado y se registra la res-
puesta del analito infundido. Si algún componente endógeno de la matriz 
que eluye de la columna produce un efecto matriz podrá ser visto como 
un aumento o una supresión de la señal del analito infundido en regiones 
específicas del cromatograma. 
La adición post-extracción:  
Este método de medir el efecto matriz produce una estimación cuan-
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titativa de la supresión o el aumento de la señal en los métodos en los 
que se emplea LCMSMS. Fue el método empleado en nuestros ensayos 
para determinar el efecto matriz en el fluido oral, pelo y orina cuando se 
usó LCMSMS y LC-QTOF-MS. 
Se prepararon dos conjuntos de muestras una de patrones puros y 
otra de muestras blanco (fluido oral, pelo, orina etc.) a las que se le adi-
ciona pos-extracción el patrón. Las áreas del analito/s de los patrones 
puros se compararán con las áreas de los analitos en las muestras de 
matriz fortificadas con patrones puros después de la extracción o el 
procesamiento. 
El conjunto o SET 1 consiste en estándares limpios preparados en 
dos concentraciones: una baja y otra alta. Cada uno de estos estándares 
limpios se inyectará un mínimo de seis veces para establecer un área de 
pico promedio para cada concentración. 
El conjunto o SET 2 debe consistir en un mínimo de diez fuentes 
de matriz diferentes (por tipo de matriz). Cada fuente de matriz se ex-
traerá por duplicado. Una vez completada la extracción, cada muestra 
de matriz se reconstituirá / fortificará con el estándar puro de baja o alta 
concentración. El área media de cada concentración (baja y alta) se 
empleará para establecer el efecto matriz por supresión o aumento.
Se establece el efecto matriz a dos concentraciones una baja y otra 
alta. 
 
5.4.4.3 Efecto matriz en los métodos empleados. 
Tres tipos de matrices fueron analizadas en nuestros ensayos por 
LCMSMS: fluido oral, pelo y orina. Como se observa en la Tabla 5.13 
importante efecto matriz por supresión se observa en el método emplea-
do para analizar fluido oral y pelo en todos los analitos con excepción 
de la cuscohigrina que tiene un efecto matriz de aumento (signal enhan-
cement). No se midió el efecto matriz de la higrina porque no se dispu-
so del testigo. 
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Como vimos anteriormente el tipo de matriz y el método de extrac-
ción son importantes al evaluar el posible efecto matriz de una muestra. 
El pelo es el que tiene mayor porcentaje de compuestos orgánicos: 65 a 
95% de proteínas, 1 a 9% de lípidos, 0,1 a 5% de pigmentos (melanina), 
a diferencia del fluido oral y la orina que están constituidas principal-
mente por agua. Además, el líquido de extracción del pelo contiene 
formiato de amonio (2mM) al igual que la fase móvil a una concentra-
ción de 100 mM, que compiten con el analito en la ionización y dismi-
nuyen su señal. 
En el fluido oral (mayoritariamente es agua), se empleó para su 
preparación la precipitación por proteínas con acetonitrilo que no resul-
ta ser un clean-up tan eficiente como la extracción líquido-líquido con 
metilterbuil-éter empleada en la preparación de las muestras de orina, 
pudiendo ser una de las causas del menor efecto matriz hallado en la 
orina.Además, la mayor concentración de los analitos investigados en 
la muestra de orina en relación a su concentración en el fluido oral o pelo 
hace que el efecto matriz por supresión sea menor. Furley, A y col (2013) 
mencionan que el efecto matriz por supresión se ve favorecido cuando 
el analito se halla en concentraciones traza.  
En general los compuestos que coeluyen con la muestra que afectan 
la señal los hacen al inicio del cromatograma lo que podría ser una de 
las causas que la cuscohigrina que sale con un tiempo de retención de 
12 o 17 minutos no se vea afectada por el efecto supresión y por el con-
trario tenga un aumento de la señal en las tres matrices. Los lípidos son 
considerados uno de los componentes más importantes en producir sig-
nal suppression (Chambers E. y col 2006) y es esperable en una colum-
na HILIC que salgan en los primeros minutos de corrida cuando la pro-
porción de solvente orgánico (ACN) es mayor, conjuntamente con la 
cocaína, cinamoilcocaína, benzoilcocaína, cocaetileno, metilecgonina, 
tropococaína y AEME. (Figuras 5.29 y 5.30). 
Otro factor a considerar es el gradiente y la composición de la fase 
móvil empleada en el análisis de las muestras de fluido oral, que causa 
que los cromatogramas tengan menor resolución que los cromatogramas 
de las muestras de pelo, la menor resolución hace que los analitos  sean 
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más susceptibles a sufrir una disminución de la señal (Chambers E. y 
col 2006).
Tabla 5-13: Efecto matriz en las muestras de FO,





CONSENTIMIENTO INFORMADO DE ACUERDO CON RE-
QUERIMIENTOS  DE LA DIRECCIÓN NACIONAL DE PRO-
TECCIÓN DE DATOS PERSONALES (DNPD) – ARTS. 5° y 6° DE 
LA LEY 25.326.
INTRODUCCIÓN
Usted está siendo invitada/o a participar en un estudio para investi-
gar “Cómo diferenciar mascadores de hojas de coca de consumidores 
de cocaína”. El estudio se realizará en (completar lugar/institución). Por 
favor, lea atentamente este formulario y aclare con el coordinador de la 
investigación cualquier pregunta que tenga sobre el estudio antes de la 
firma de este consentimiento.
PROCEDIMIENTO
Si Ud. Está de acuerdo en participar en este estudio:
1. Se le solicitará responder una encuesta
2. Se le solicitará una muestra de orina
3. Le pediremos su permiso para recoger la información de su his-
toria clínica 
CUESTIONARIO
Un entrevistador le hará unas preguntas durante una entrevista a 
realizarse en fecha y horario a convenir. La entrevista dura aproximada-
mente (completar) y consta de preguntas relacionadas con los hábitos, 
estilo de vida, el medio ambiente y la salud.
EXTRACCION DE ORINA Y MUESTRA DE CABELLO
Se le solicitará donar una muestra de ORINA en su domicilio y en 
forma privada. Se le proporcionará para esto un frasco estéril de 100 ml. 
También se le requerirá que proporcione una muestra de cabello que será 
tomada por nuestro representante.
ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS
La orina se enviará a laboratorios para su análisis. Sus muestras se 
tipos de muestra - preparación de muestras - técnicas instrumentales
247
almacenarán para ser utilizadas en los análisis planteados en este estudio. 
Si Ud. acepta ser parte del mismo, las muestras serán guardadas duran-
te un máximo de (XX) años, para poder hacer en el futuro nuevos aná-
lisis, siempre relacionados con el objeto del presente estudio.
INFORMACIÓN: COSTO E INDEMNIZACIÓN
Las muestras obtenidas se utilizarán únicamente para fines de in-
vestigación. No habrá ningún costo financiero para que Ud. participe en 
este estudio y no habrá compensación o pago alguno por completar un 
cuestionario y proporcionar las muestras.
POSIBLES RIESGOS Y MOLESTIAS
La extracción de muestras no implicará ningún riesgo físico ni mo-
lestia alguna.
POSIBLES BENEFICIOS
No habrá beneficios directos para Ud., excepto la satisfacción de 
participar en esta investigación para el posible beneficio de las genera-
ciones futuras, a través de la mejora de las técnicas médicas. Su partici-
pación es muy importante para el éxito de la investigación científica.
GARANTÍA DE CONFIDENCIALIDAD
Su nombre no será utilizado en ningún informe, ni divulgado en 
forma alguna.
Sus datos no van a ser revelados porque se resguardarán y manten-
drán en anonimato en todo momento, cumpliendo con los requerimien-
tos del Art. 2 de la ley N°25.326, con un código que sólo conoce el in-
vestigador principal y que no será proporcionado a otras personas, a fin 
de que no se vincule este código con sus datos personales. Ud. puede 
solicitar retirar sus datos de la base de datos que guarda el investigador 
principal en cualquier momento. En cumplimiento de la Disposición N° 
10/08 de la DNPDP, le hacemos saber que: “El titular de los datos per-
sonales tiene la facultad de ejercer el derecho de acceso a los mismos en 
forma gratuita a intervalos no inferiores a seis (6) meses, salvo que se 
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acredite un interés legítimo al efecto conforme lo establecido en el Art. 
14, inc. 3 de la Ley N° 25.326” y que la “DIRECCIÓN NACIONAL DE 
PROTECCIÓN DE DATOS PERSONALES, Órgano de Control de la 
Ley N° 25.326, tiene la atribución de atender las denuncias y reclamos 
que se interpongan con relación al incumplimiento de las normas sobre 
protección de datos personales.”
 DERECHO A RETIRARSE DEL ESTUDIO
Su participación en este estudio es completamente voluntaria. Usted 
puede negarse a participar, o retirarse del mismo en cualquier momento, 
sin que ello le genere perjuicio alguno. Si en la etapa inicial Ud. decide 
dar su consentimiento para el almacenamiento de muestras para la in-
vestigación futura, pero luego cambia de parecer, puede efectuar la so-
licitud de retiro de sus muestras al investigador principal.
CERTIFICACIÓN
He leído la explicación sobre el estudio, he tenido la oportunidad 
de realizar consultas y aclarar mis dudas. Al aceptar participar en este 
estudio no renuncio a ningún derecho. Estoy de acuerdo en participar en 
las partes del estudio que están marcadas con un “sí” y me niego a par-
ticipar en las partes del estudio que están marcadas con un “no”. He 
recibido una copia de este consentimiento.
SI  NO  PARTE DEL ESTUDIO
( )   ( )    Entrevista
( )   ( )    Muestra de orina
( )   ( )    Muestra de cabello
( )   ( )    Acepto que mis muestras sean almacenadas por un plazo 
de hasta XX años.
Por medio de la presente y en mi carácter de TITULAR DE LOS 
DATOS (en caso de ser menor de edad, insertar datos de padre, madre 
o tutor conjuntamente con los del titular), presto mi CONSENTIMIEN-
TO para que (nombre de la entidad investigadora) efectúe el tratamien-
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to de mis datos personales, conforme a las especificaciones establecidas 
en el presente documento.
Firmado en …………, a los …… días del mes de …… de 20……
FIRMA DEL TITULAR DE LOS DATOS
NOMBRE Y APELLIDO COMPLETOS
FIRMA DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL 
NOMBRE Y APELLIDO COMPLETOS
Agradecemos su participación en este proyecto de investigación. Si 
tiene alguna pregunta acerca de este estudio, puede comunicarse con 




Identificación:     
Edad:     
Sexo:     
Ocupación:     
Sustancia/s que consume:     
Forma de consumo (esnifada, inyectada, fumada, mascada otras): 
(detalle de las muestras que consume: forma, envoltorios, aspecto, 
olor etc).     
Cantidad (miligramos u otra medida) por vez de consumo:
Frecuencia de consumo (veces por día, semana o mes):
Tiempo de consumo (semanas, meses,años):
Medicación que toma:     
Enfermedades que padece:     
Ultimo consumo al momento de la toma de muestra (horas, días):
Fumador:     
Muestra que se extrae:           SI     NO
                          ORINA    
                          PELO     
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“Solo existen dos días en el año en el que no se puede 




En este capítulo haremos una discusión sobre los trabajos presenta-
dos y los resultados hallados. La presentación de los paperes y los pós-
teres no se hará en orden cronológico de su ejecución, sino siguiendo 
una cierta relación para comprensión del lector de este capítulo.
En el Capítulo 5 discutimos y presentamos los puntos analíticos 
considerados más importantes que nos llevaron a proponer a dos alca-
loides derivados de la pirrolidina y constituyentes de la hoja de coca 
(Foto 6-1) como marcadores de consumo de las mismas, ya sea a través 
del mascado o de la ingesta de té de coca. 
En este capítulo se detallarán 
los paperes y presentaciones a con-
greso a través de pósteres que nos 
llevaron a concluir que la HIGRI-
NA ((1-methylpyrrolidin-2yl)-pro-
pan-2-one) y CUSCOHIGRINA 
((1,3-bis-(1-methylpyrrolidin-2yl)-
propan-2-one) (Figura 6-1) pue-
den ser empleados en la práctica 
para determinar en un individuo si 
es mascador o bebedor de té de co-
ca a través del análisis de su ORINA, FLUIDO ORAL Y PELO, con 
sus limitaciones, que serán propuestas para futuras investigaciones. Al-
Foto 6-1: Hojas de coca.
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gunas de las propuestas y dudas que se fueron presentando a lo largo de 
los estudios fueron también resueltas y se irán actualizando.
6.2 ORDEN DE PRESENTACIÓN DE LOS TRABAJOS.
Para su mejor entendimiento los trabajos serán divididos en cinco 
grupos: A, B, C, D y E, se agrupan por temas según la matriz analizada 
como se muestra en la Tabla 6-1. En la Tabla 5-1 del Capítulo 5 se 
detallan en cada trabajo las muestras y los compuestos analizados, es 
complementaria de la Tabla 6-1.
Figura 6-1: Marcadores de consumo de hojas de coca.
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Tabla 6-1: Trabajos y pósteres agrupados por tema.
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Tabla 6-1: Trabajos y pósteres agrupados por tema (continuación).
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Como se hizo mención en el Capítulo 2 (sección 2.3), Argentina es 
un caso anómalo en el uso de la coca, porque no solo está circunscripto 
el mascado de hojas de coca a la población autóctona, sino que está 
arraigado en todas las clases sociales, incluso profesionales y empresa-
rios y también entre sectores pobres. Esta afirmación que hacen Ricardo 
Abduca y Pien Metaal (2013) y que es una realidad comprobable para 
quienes vivimos en Argentina queda de manifiesto cuando se observan 
las profesiones de los voluntarios que participaron en nuestros estudios. 
Las muestras de orina y pelo obtenidas de la población del noroeste 
argentino (previo consentimiento informado) pertenecen a un amplio y 
variado segmento social. Nos parece interesante antes de realizar un 
análisis de los resultados de laboratorio volver a remarcar la impor-
tancia de hacer un avance en diferenciar desde el laboratorio a quie-
nes hacen un uso legal de la hoja de coca de aquellos consumidores 
de cocaína, no solo es una problemática local, sino que el hecho de 
que el té de coca sea un producto comercial, ha llevado esta situación 
fuera de las fronteras de Latinoamérica. En los controles de drogas 
de deportistas o de fuerzas de seguridad o militares, se han dado casos 
de cocaína positivos quienes alegan no ser por consumo de cocaína sino 
por ingesta de té de coca, legalmente comercializado y adquirido por 
turistas de distintas nacionalidades.
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6.3 GRUPO A: TRABAJOS QUE MUESTRAN EL DISTINTO 
COMPORTAMIENTO DE LA HIGRINA Y CUSCOHIGRINA 
CON RESPECTO A LA COCAÍNA EN EL PROCESO DE OBTEN-
CIÓN ILEGAL DE CLORHIDRATO DE COCAÍNA A PARTIR 
DE LAS HOJAS DE COCA.
 Las características fisicoquímicas distintas de la higrina y cuscohi-
grina, dos alcaloides derivados de la pirrolidina, en cuanto a su solubi-
lidad, pKa etc. hacen posible que se aíslen en los primeros pasos de la 
producción de la cocaína. En el Capítulo 5 se explicaron las diferencias 
entre los distintos alcaloides de las hojas de coca que explican su com-
portamiento en el proceso de separación de las hojas de coca.
Los procedimientos clandestinos de extracción y purificación de la 
cocaína ya fueron discutidos en el Capítulo 4 (sección 4.5), pueden 
existir modificaciones pero básicamente la cocaína es extraída de las 
hojas de coca previo agregado de una sustancia alcalina o como sal por 
el empleo de un ácido pero luego debe ser re-extraida para su purifica-
ción con un solvente generalmente keroseno o algún otro derivado del 
petróleo y es en ese paso donde se separa la cocaína de la higrina y 
cuscohigrina, además de la ecgonina metil éster (EME) que quedarán en 
la fase acuosa . Esto es lo que hace que la higrina y cuscohigrina sean 
considerados buenos marcadores para diferenciar el mascador de hojas 
de coca del consumidor ilegal. 
La ecgonina metil éster (EME) no se consideró como un probable 
marcador porque es un producto del metabolismo de la cocaína en el 
hombre.
La cinamoilcocaína, un alcaloide derivado del tropano como la co-
caína y con características fisicoquímicas similares en cuanto log P, pKa 
etc. acompaña a la cocaína como contaminante en su extracción, por lo 
que   no es un marcador tan específico como la higrina y cuscohigrina. 
La cinamoilcocaína debe ser eliminada en la producción ilegal por el 
agregado de oxidantes, pero este paso no es siempre obligatorio en la 
producción clandestina.
Estos trabajos nos dan el sustento científico para considerar a 
la higrina y cuscohigrina como marcadores del uso directo de las 
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hojas de coca (mascado o beber té de coca), dado que no son detec-
tados en los consumidores de cocaína (orina, fluido oral y pelo). La 
cantidad residual de higrina y cuscohigrina que queda en la etapa 
de pasta de coca (etapa “D” en las tablas 6-2 y 6-3) con relación a la 
cocaína es aproximadamente 40.000:1 (Cocaína/cuscohigrina o hi-
grina), lo que justifica por qué ninguno de estos marcadores fuera 
reportado en los análisis de muestras de secuestro o de alijos.  Ves-
tigios de higrina y cuscohigrina serán detectados en el análisis de 
pelo de algunos consumidores de cocaína, suponiendo tenga que ver 
la calidad de la droga consumida a lo largo del tiempo.
En la publicación Drug Test. Analysis (2016) se planteó la duda 
sobre si estos resultados serían similares en hojas de coca de otras re-
giones o países, consideramos que si (cualitativamente), por lo que se 
explica en el Capítulo 4, la síntesis del anillo de la pirrolidina y del 
tropano provendrían del aminoácido L-ornitina por lo que la higrina y 
cuscohigrina estarían presente con la cocaína en ambas especies de Erytr-
hoxylum: coca y novogranatense y sus cuatro variedades: E. coca var. 
coca (Coca Huánuco o Coca Boliviana), E. coca var. ipadu Plowman 
(Coca amazónica), E. novogranatense var. novogranatense, E. novogra-
natense var. truxillense. 
Dos tablas para resumir los resultados de dos formas de extracción 
de cocaína de las hojas de coca, Tabla 6-2 (extracción por solventes) y 
Tabla 6-3 (extracción ácida), cuando se llega al punto de obtener Pasta 
de Coca prácticamente la higrina y cuscohigrina fueron eliminadas. Fo-










Tabla 6-2: Extracción por solventes de la cocaína.
(Behaviour of hygrine and cuscohygrine in illicit cocaine production establishes 
their use as markers for chewing coca leaves in contrast with cocaine abuse. 
Drug Test. Analysis (2016))
Foto 6-2: Extracción de hojas de coca con keroseno (izq.)
y pasta de coca sobre papel de filtro (derecha).
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Behavior of hygrine and cuscohygrine in illicit cocaine production establishes 
their use as markers for discrimination between chewing of coca leaves and co-
caine abuse. (RESUMEN PÓSTER-TIAFT-Firenze 2015)
N. C. RUBIO1, M. HASTEDT2, F. KRUMBIEGEL2, F. PRAGST2
1 Forensic Toxicology Laboratory, Cipolletti, Patagonia, Argentina; 2 Institute of Legal Medicine, 
University Medicine Charité, Berlin, Germany.
Introduction: Hygrine and cuscohygrine are two alkaloids of coca leaves that are propo-
sed as good markers in urine and hair for differentiation of the traditional and legal use of coca 
leaves for chewing in Argentina vs. the illegal use of cocaine. Their absence in street cocaine 
seizures can be explained by the loss of some coca alkaloids during the illegal processes of 
extraction and purification of cocaine from the leaves. In this work, it was investigated at which 
step of cocaine production hygrine and cuscohygrine are lost. 
Methods: The production of illicit cocaine can be achieved in a number of ways. We fo-
llowed the technique outlined in the Cocaine Manual UNODC. The fresh and dried coca leaves 
(A) were crushed, mixed with water, lime and kerosene and stirred for 2h. Then, the kerosene 
is separated from the extracted coca leaves (B) and back-extracted with diluted sulfuric acid in 
water. At this point the kerosene is discarded and the aqueous layer is made alkaline with am-
monia, which results in precipitation of crude cocaine together with the more basic alkaloids. 
The product is then filtered and dried to give coca paste (C). For analysis, aliquots of (A), (B) 
and (C) were extracted with tert-butyl methyl ether (TBME) or by a mixture of methanol/ace-
tonitrile/2 mM ammonium formate and analyzed by GC-MS and LC-MS/MS under the same 
conditions reported in previous work for cocaine (COC), ecgonine methyl ester (EME), cinna-
moylcocaine (CIN), tropacocaine (TRO), cuscohygrine (CUS) and hygrine (HYG).
Results and Discussion: After extraction with kerosene HYG, CUS as well as EME remain 
almost completely in the residual coca leaves (B) whereas COC and CIN are found in the coca 
paste (C). This can be explained by the much higher solubility of COC in the non-polar kerose-
ne in comparison to HYG, CUS and EME as it can also be concluded from the partition coeffi-
cient between n-octanol and water log Pow which is 3.08±0.38 for cocaine and only 0.28±0.27, 
0.72±0.35 and 0.23±0.37 for HYG, CUS and EME. 
Conclusion: The loss of HYG and CUS in the first steps of the illegal cocaine production 
is essential for using them as markers in order to distinguish chewing coca leaves from the di-
fferent kinds of illegal cocaine consumption, for instance from smoking coca paste that is frequent 
in Latin-American.
Key word: coca alkaloids, illicit production, cocaine, hygrine and cuscohygrine.











LA ELIMINACION DE LA HIGRINA Y CUSCOHIGRINA EN LAS PRI-
MERAS ETAPAS DE LA PRODUCCION ILICITA DE COCAÍNA POR EL ME-
TODO ACIDO CONFIRMA LA UTILIDAD DE ESTOS MARCADORES PARA 
DIFERENCIAR MASCADORES DE HOJA DE COCA DE CONSUMIDORES 
DE COCAINA. (RESUMEN PÓSTER-TIAFT-Perú 2015)
Rubio N.C. (1); Marquez, C. (2); Confalonieri A.(2) ; Castiglione JL.(2)
1 Laboratorio de Toxicología –San Martín 565 Cipolletti-RN-Patagonia- cristinarubio2@gmail.com
2 Centro de Alta Tecnología Analítica (CATA)-B.Mitre-Munro 3690-BsAs. www.analytical.com.ar/
CATA .
INTRODUCCION: la higrina y cuscohigrina se han propuesto como dos marcadores 
para diferenciar entre mascadores de hoja de coca y consumidores de cocaína. En este trabajo 
se analizan las primeras etapas de la producción ilícita de cocaína por la vía ácida, para deter-
minar a qué nivel se produce la pérdida de estos dos alcaloides que justifiquen su no aparición 
en la cocaína ilícita consumida.
METODO: se han propuesto dos métodos de producción de cocaína ilícita vía extracción 
por solvente y vía ácida, en este trabajo analizamos el comportamiento de la higrina y cuscohi-
grina por la vía de extracción ácida, se empleó un equipo Agilent CG 7890 A triple Quad 7000 
A, columna HP-5MS, empleado en modo scan (singleQ) y MSMS modo dMRM. Las condicio-
nes cromatográficas fueron reportadas en trabajos previos. Se analizaron higrina, cuscohigrina, 
cocaína, metilecgonina, cinamoilcocaina, tropococaina.
Cuatro alícuotas de 5g de hoja de coca son maceradas con H2SO4 diluido, la solución 
ácida es removida y filtrada (A), se agrega carbonato (o cal) precipitando la pasta de coca cruda, 
se adiciona kerosene, se separa éste (B) y se deshecha la solución acuosa alcalina (C) y se re-ex-
trae el kerosene con solución de H2SO4 diluido, se aisla la solución ácida y se hace nuevamen-
te alcalina precipitando la pasta de coca que es filtrada y secada (D). Las fracciones (A) y (C) 
son extraídas con metil terbutil eter (MTBE), previa alcalinización de la facción (A). La fracción 
(D) es disuelta en metanol y la fracción (B) se analiza directamente. 
RESULTADOS Y DISCUSION: Los resultados se expresan como porcentaje de área de 
cada compuesto sobre la sumatoria de todas las áreas de los compuestos analizados. La higrina 
y cuscohigrina quedan mayoritariamente retenidas en la fracción acuosa alcalina que se deshe-
cha (C), pasando éstas al kerosene (B) en muy bajo porcentaje: la higrina (0,60%) y cuscohigri-
na (0,01%) reduciéndose aún más en la pasta de coca (D). La menor solubilidad de la higrina y 
cuscohigrina en la fracción de kerosene puede ser explicada por el coeficiente de partición entre 
el n-octanol y agua log Pow  que es 3.08±0.38 para la cocaína y solo 0.28±0.27, 0.72±0.35 y 
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0.23±0.37 para higrina, cuscohigrina y metilecgonina. 
CONCLUSION: en la extracción por vía ácida la pérdida de la Higrina y Cuscohigrina 
se produce en las primeras etapas de la producción de la cocaína, (al igual que en la extracción 
por solvente TIAFT-Firenze2015) esto confirma su utilidad para diferenciar los mascadores de 
hojas de coca de los consumidores de cocaína incluso de la pasta de coca fumada.
Palabras clave: alcaloides de coca, producción ilícita de cocaína, higrina y cuscohigrina
Key word: coca alkaloids, illicit production, cocaine, hygrine and cuscohygrine
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6.4 GRUPO B: ESTUDIOS REALIZADOS EN ORINA.
6.4.1 Hallazgo de los marcadores de mascado de hojas de coca. 
HIGRINA Y CUSCOHIGRINA. Estudio de una población de mas-
cadores de hoja de coca del norte argentino, una población de con-
sumidores de España y muestras de secuestro o alijos de cocaína.
La orina fue la matriz sobre 
la que comenzamos a trabajar en 
la búsqueda de algún marcador y 
sobre la que dimos los primeros 
pasos en la dilucidación de las 
estructuras de la higrina y cusco-
higrina. Se estableció un límite 
de detección para la cuscohigrina 
para CGMS, se estudiaron no so-
lo orinas de mascadores frecuen-
tes del norte de la Argentina, sino 
consumidores de cocaína de Es-
paña y muestras de secuestro, en 
las que fuimos confirmando que 
la higrina y cuscohigrina solo era 
detectada en la orina de los que 
consumían alguna forma de las hojas de coca y no el producto purifica-
do (cocaína). (Forensic Science International 227 (2013) 60–63; Foren-
sic Science International 243 (2014) 30–34).
Finalmente, con los siguientes trabajos en otras matrices (pelo, flui-
do oral) se fueron consolidando la higrina y cuscohigrina como buenos 
marcadores del mascado de las hojas de coca o consumo de té de coca.
En el Capítulo 5 (sección 5.4.2), se detallan los pasos que se siguie-
ron para dilucidar y confirmar la estructura de ambos marcadores. 
6.4.2 Primeras investigaciones sobre la estabilidad del testigo de 
cuscohigrina y de los alcaloides higrina y cuscohigrina en orina.
Identificadas las estructuras de la higrina y cuscohigrina, la estabi-







vación y también la del testigo era un punto a investigar y requerido en 
toda validación de método, no existían antecedentes en la bibliografía 
sobre este tema.
En orina hicimos un primer estudio para conocer la estabilidad de 
estos dos nuevos compuestos. Una consulta que es frecuente en el ám-
bito Judicial, que será uno de los sitios de aplicación de estas investiga-
ciones, es si es posible reanalizar una muestra perteneciente a una causa 
Judicial después de meses o incluso años y obtener los mismos resulta-
dos.
Peters F. (2007) se refiere a las estabilidades del estacionamiento de 
la muestra y las del procesado de la muestra y las divide en 4 tipos de 
estabilidad que deben ser analizadas:
1. La estabilidad a largo plazo de la higrina y cuscohigrina en la 
matriz de la muestra, deben repetirse las condiciones de almacenamien-
tos de las muestras imitando situaciones auténticas, es decir el mismo 
tipo de recipientes, temperatura, con igual/es conservador/es y por un 
tiempo probable de almacenamiento o al menos el tiempo que la Justicia 
establece para su conservación.
2. El segundo es la estabilidad de congelación / descongelación, 
que debe evaluarse porque las muestras a menudo se congelan y descon-
gelan, por ejemplo, para reanálisis.
3. El tercer tipo de estabilidad, se refiere a la estabilidad del anali-
to durante el procesado de las muestras, cuán estables son los analitos 
cuando son sometidos a temperatura, extracciones con solventes, cambio 
de pH, tiempo de preparación de las muestras etc. 
4. La estabilidad de la muestra una vez preparada cuando está lista 
para ser analizada, es otro punto a investigar, teniendo en cuenta la po-
sibilidad que las mismas queden en el auto analizador o deban ser con-
servados y retrasados sus análisis por imprevistos como inconvenientes 
instrumentales, o de otro tipo en el laboratorio que impiden su análisis.
Las guías de validación para métodos empleados en el laboratorio 
de toxicología forense como la guía del SWGTOX (actualmente ANSI/
ASB Standard 017, First Edition 2018), exigen medir la estabilidad del 
punto 2) congelado/descongelado de la muestra (Stability–Freeze/Thaw) 
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en muestras líquidas y el punto 4) de la estabilidad luego de procesada 
la muestra (Stability–Processed Sample).
Es lógico entender por qué en nuestros primeros trabajos en orina, 
cuando estábamos en la búsqueda de algún compuesto que nos sirviera 
para realizar la diferenciación de mascador vs consumidor de cocaína, 
pensar en la estabilidad de algo que todavía no conocíamos o no tenía-
mos bien identificado y todavía estudiábamos su utilidad, no fuera un 
tema prioritario en nuestras investigaciones en esos momentos. 
Hicimos alguna prueba que fueron publicadas en el Forensic Scien-
ce International 243 (2014) 30–34 sobre el comportamiento del testigo 
de cuscohigrina sobre el cual no había experiencia, el certificado que 
acompañaba a este testigo no hacía mención a su estabilidad como tam-
poco cuál es el solvente en el cual debería ser disuelto, fue sintetizado 
exclusivamente para nuestro trabajo. Vimos que el testigo de cuscohi-
grina a una concentración de 10 ug/mL en metanol degradaba en corto 
período de tiempo, higrina fue uno de los productos de su degradación 
(en una semana la relación señal:ruido de la cuscohigrina estuvo por 
debajo de 3, o sea no detectable). En los siguientes trabajos el testigo de 
cuscohigrina fue disuelto en acetonitrilo, no observándose la desapari-
ción de la cuscohigrina como con el uso de metanol. Es posible que 
siendo el metanol un compuesto más reactivo actúe sobre la cuscohigri-
na provocando su degradación. Este es un punto que requiere más estu-
dio o mayor información del proveedor. Las hojas de coca fueron em-
pleadas como fuente de higrina, tampoco tenemos reportes de su 
estabilidad. También en las muestras de orina analizadas cuatro meses 
después del primer análisis se observó pérdida en el área de la cuscohi-
grina y el incremento del área de la higrina, se analizaron las relaciones 
de área para hacer los resultados comparativos.
Seis años después de los primeros análisis de orina (mascadores de 
hoja de coca), se repitieron las mismas muestras de orina empleando la 
misma técnica de extracción y haciendo el análisis instrumental con 
CGMS y LCMSMS. Las muestras fueron conservadas a -20 C, 1% NaF 
(w/v), pH ~ 5 por el agregado de 200ul de 1N HCl. (Microchemical 







Si bien no pudimos evaluar la real estabilidad de los compuestos en 
especial higrina, cuscohigrina y cinamoilcocaína porque los estudios no 
fueron cuantitativos sino cualitativos, es observable por los análisis rea-
lizados por CGMS (2018), que algunos compuestos sufrieron algún tipo 
de degradación o transformación comparándolos con su análisis en CG-
MS (2012). Si bien es inapropiado hablar de que sean compuestos esta-
bles a pesar de su detección pasado tantos años, debemos tener en cuen-
ta que la posibilidad de detectar estos compuestos tiene que ver:
1- Con la concentración inicial de los mismo en las muestras, y 
esto viene ligado a la frecuencia y cantidad de consumo de hojas de 
coca, al agregado de compuestos alcalinos durante el mascado que fa-
vorecen la extracción de los alcaloides de las hojas de coca además de 
los factores de orden fisiológico como funcionamiento renal, dilución 
de la orina, pH etc. En el caso de los mascadores de hoja de coca sabe-
mos que sus orinas pueden contener: cocaína (COC), benzoilecgonina 
(BE o BEG), metilecgonina o ecgonina metil éster (EME), cuscohigrina 
(CUS) en el orden de los microgramos por mililitros (ug/mL) según los 
estudios presentados en formato póster en el 9no Congreso Regional de 
TIAFT-Uruguay (2013) (Tabla 6-5) y en el Congreso Alemán de Toxi-
cología (GTFCh symposium Mosbach-2019) Tabla 6-6.
Tabla 6-4: Porcentaje de muestras de orina positivas para cocaína,
metilecgonina, cinamoilcocaína, higrina y cuscohigrina
analizadas en el año 2012 y 2018.



























































































































































































Es interesante observar en la Tabla 6-6 la presencia en los volunta-
rios (uno de té de coca y el mascador de hojas de coca) la presencia de 
anhidroecgonina metil éster (AEME). AEME es un marcador de fumado 
de cocaína base. La cocaína base se origina en uno de los pasos inter-
medios en del proceso de producción de clorhidrato de cocaína o bien 
la obtención posterior por alcalinización del clorhidrato de cocaína, co-
múnmente conocido como “crack”. 
m-OH-BE: meta hidroxi benzoilecgonina y m-OH-COC: meta hi-
droxi cocaína son metabolitos de la benzoilecgonina y cocaína que fue-
ron agregados al monitoreo en este estudio, sobre los cuales no puede 
sacarse mayores conclusiones con estos pocos resultados.
Las ventanas de detección en orina para la benzoilecgonina (BE), 
la ecgonina metil éster (EME) y la cuscohigrina (CUS) tanto para los 
bebedores de té de coca como para el mascador de hojas de coca está 
cercana a las 48 h y mayor de 72 h respectivamente; mientras que para 
la cocaína (COC) y cinamoilcocaína (CIN) dentro de las 24 h.(Zytows-
Tabla 6-6: Concentración en orina de alcaloides y metabolitos de cocaína de tres vo-
luntarios: dos bebedores de té de coca y un masticador de hojas de coca. (LCMSMS).
            Póster -GTFCh symposium Mosbach-2019.
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ki E. 2018).
En el GRUPO E se detallará la ventana de detección en orina de un 
mascador voluntario de hojas de coca al cual se le extrajo conjuntamen-
te sangre (plasma).
2- Por otro lado, hacer las mediciones con instrumentos más sensi-
bles como LCMSMS permiten ampliar el tiempo de ventana de detec-
ción. (Tabla 6-4).
6.4.3 El empleo de sustancias alcalinas durante el mascado pue-
de modificar el patrón de eliminación de los alcaloides en orina.
En el poster presentado en el 9no Congreso Regional Latinoameri-
cano de TIAFT (4 al 8 de noviembre de 2013- Uruguay), se mostraron 
datos preliminares de cómo el mascado de hojas de coca con sustancias 
alcalinas aumentaría la eliminación de los alcaloides y metabolitos ana-
lizados en orina: cocaína (COC), ecgonina metil éster (MEG), benzoi-
lecgonina (BEG), ecgonina (EG) y cuscohigrina (CUS). La higrina como 
ya mencionamos solo es medida cualitativamente porque no se dispuso 
del testigo.
En la Tabla 6-7 se muestran los mismos resultados, pero normali-
zados con el valor de la creatinina urinaria9 (no publicados). El análisis 
estadístico con la prueba T de Student encuentra diferencia estadística 
significativa en orina (α=0,01), en todos los compuestos analizados,en-
tre los mascadores de hojas de coca frecuentes que usan una sustancia 
9La expresión de la concentración de los resultados de sustancias y/o sus metabolitos se refieren 
en relación a la creatinina que es determinada en la misma muestra de orina. La creatinina es 
empleada frecuentemente para corregir los fenómenos de dilución o saturación excesivas que 
pueden ocasionarse en situaciones puntuales. 
La creatinina es un producto final endógeno del metabolismo humano. Su paso o aclaramiento 
desde la sangre al túbulo renal se realiza por filtración glomerular, no se reabsorbe por los 
túbulos renales y es teóricamente proporcional a su concentración en sangre. Puesto que la 
excreción de creatinina permanece relativamente constante para cada sujeto, mientras que el 
volumen de excreción urinario puede variar apreciablemente, se utiliza el nivel de creatinina en 
la orina como índice al que referir los valores de sustancias y/o sus metabolitos que se eliminan 







alcalina durante el mascado (bicarbonato o yista) y aquellos mascadores 
de hojas de coca frecuentes que no agregan compuestos alcalinos mien-
tras mascan.
Referencias
Frank T. Peters, F.T. Stability of analytes in biosamples—an impor-
tant issue in clinical and forensic toxicology? Anal Bioanal Chem (2007) 
388:1505–1519.
Scientific Working Group for Forensic Toxicology (SWGTOX) 
Standard Practices for Method Validation in Forensic Toxicology. Jour-
nal of Analytical Toxicology 2013; 37:452–474.
Zytowski E. Detection of various coca alkaloids in coca leaves and 
human specimen to proof the consumption of natural coca products via 
LC-MS/MS. Research thesis. Charité Berlin Institute of Forensic Medi-
cine Department of Forensic Toxicology. 2018.
Tabla 6-7: Resultados de alcaloides de la hoja de coca y metabolitos en orina
de mascadores frecuentes de hoja de coca con y sin el empleo de sustancias 
alcalinas. Prueba T-Student entre ambos grupos.








































































……Hygrine and cuscohygrine as possible markers to distinguish coca 
chewing from cocaine abuse in workplace drug testing.
N.C. Rubio1, S. Strano-Rossi2, M.J. Tabernero3, L. Anzillotti2, M. Chiarotti2 , A.M. Bermejo3
 1Forensic Toxicology laboratory. Cipolletti. (Argentina), 2Istitute of Legal Medicine Universittà Ca-
ttolica. Rome. (Italy), 3Istitute of Legal Medicine. Universidad de Santiago de Compostela. (Spain).
Introduction. Cocaine abuse is widespread all over the world, and is performed generally 
by sniffing, injecting or smoking cocaine or crack. The habit to chew coca leaves mixed with an 
alkaline medium (coqueo) is a phenomenon limited to some geographic areas, such as north-wes-
tern Argentina (NOA) and other areas of South America. Nevertheless, the distinction between 
the recreational use of cocaine from the practice of the so called “coqueo” is still an issue in 
those countries where this habit is diffused and where it is not considered an addiction. In fact, 
especially in workplace drug testing, the “coqueo” practice is not considered a law offence, 
while cocaine abuse is; the use of a unique marker to distinguish between cocaine abuse and 
chewing of coca leaves is of fundamental importance in those countries where this habit is di-
ffused. Certain alkaloids of the leaves of Erythroxylum coca are lost during the process of ex-
traction/purification of cocaine. The objective of the present work has been the search for unique 
markers to distinguish coca chewing from cocaine abuse.
Methods. 3 mL of 10 blank urine samples, 5 urine samples from coca chewers, 20 from 
cocaine abusers and 3 grams of five different aliquots of coca leaves originating from different 
sites of NOA were alkalinized to pH 9 with a carbonate/ bicarbonate/ sodium chloride buffer 
and subsequently liquid/liquid extracted with TBME. The organic layers were evaporated and 
then   were injected in GC/MS 
Results. The analyses performed on the extracts of coca leaves showed, as expected, the 
presence of the main coca alkaloids: cocaine, ecgonine methyl esther and anhydroecgonine 
methyl esther (as analytical artifact), tropacocaine, cynnamoylcocaines and two peaks that could 
be identified by their fragmentation patterns as hygrine (RI=1109) and cuscohygrine. The analy-
sis of the urine samples from all five coca chewers showed (in addition to cocaine and EME) 
the presence of the peaks at RT 5.78 min and 9.45 min, with the same fragmentation and RI of 
the two compounds deriving from pyrrolidine, hygrine and cuscohygrine. None of the urine from 
forensic cases related to cocaine abuse, analyzed in the same conditions as those from coca 
chewers, showed the presence of the pyrrolidine derivatives hygrine and cuscohygrine. On the 
other hand, none of the cocaine seizures analyzed showed the presence of the pyrrolidine deri-
vatives. 
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Conclusions. The detection of the alkaloids hygrine and cuscohygrine at high concentra-
tions in urine from coca chewers can be a valid marker to distinguish between cocaine abuse 
and coca leave chewing. These alkaloids are presumably lost during the processes of extraction 
and purification of cocaine from the leaves. This can be, in principle, useful in workplace testing 
in countries where coca chewing is permitted. 
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Application of hygrine and cuscohygrine as possible markers to distinguish 
coca chewing from cocaine abuse on WDT and forensic cases. 
(RESUMEN PÓSTER TIAFT MADEIRA 2013)
N.C. Rubio1,S. Strano-Rossi2, M.J.Tabernero3, J.L Gonzalez1 , L. Anzillotti2 ,M. Chiarotti2 , A.M. 
Bermejo3.
 1Forensic Toxicology Laboratory. Cipolletti. (Argentina),2Institute of Legal Medicine Università 
Cattolica. Rome. (Italy), 3Institute of Legal Medicine. Universidad de Santiago de Compostela. (Spain).
General abstracts: Coca leaves have traditionally been used for chewing and brewing 
tea for centuries among the indigenous population of the Andean region. This practice is not 
harmful and is known for its health benefits such as overcoming altitude sickness, suppressing 
pain and fatigue, and aiding digestion. Coca leaf was included in the UN Single Convention of 
Narcotics Drugs in 1961 and therefore subject to international control, however the practice of 
the so called ‘‘coqueo’’ (coca leaf chewing) is legal in Argentina and recently also in Bolivia. 
The practice of the “coqueo” is not only circumscribed to the northern of the Argentina but is 
widespread in all the countries. New social groups such as urban middle classes in Latin Ame-
rica at the moment regularly chew coca leaves. This fact makes more difficult to distinguish 
between “coqueo” and cocaine abuse. The first is legal in Argentina but the second one is illegal 
and both result in positive findings for cocaine and its metabolites in urine. It is very important 
to differentiate the two habits both from a forensic perspective and in workplace drug testing. 
The practice of ‘‘coqueo’’ is not considered an addiction in many of the regions where it is 
customarily used whereas abuse of the hydrochloride form is an illegal addiction. In a previous 
work we suggested hygrine and cuscohygrine as possible markers for distinguishing the two 
habits. The objectives of present work are two. First, we want to verify that hygrine and cusco-
hygrine are good markers to distinguish between chewing coca leaves and cocaine abuse. Se-
condly, we try to develop a quick and easy qualitative method to determine the two mentioned 
markers.
We analyzed two kinds of urine samples: the first from workers admitting to chew coca 
leaves, the second from forensic cases involving cocaine abusers. The first group consisted of 
twenty-four (24) subjects: urine samples were obtained from various types of workers (e.g 
doctors, chemists, nurses, technicians, painters, contractors, employees and some retired) who 
admitted chewing coca leaves. Frequency of the habit of chewing coca leaves was variable, 
ranging from once a week (about 10 grams of coca leaves) to several times a day (with amounts 
ranging from 10 to 60 grams per day and exceptionally up to 300 grams per day). They practiced 







tances to enhance the extraction of cocaine from the leaves the second group of urine samples 
consisted on thirty-eight (38) cocaine abusers, from forensic cases from Spain and Argentina. A 
GC/MS qualitative method, performed after liquid-liquid extraction, was developed and valida-
ted (the parameters studied were selectivity/specificity, LOD and stability), and then applied to 
the urine samples. 
Conclusions: The specificity/selectivity of the method was measured and there were not 
interferences at the retention time of analytes. The LOD was 100 ng/ml for cuscohygrine.  Cus-
cohygrine is very unstable and degrades rapidly transforming into hygrine. It can quickly degra-
de in standard solutions and urines preserved to -20°C, with FlNa 1% and acid pH. Stability of 
cuscohygrine standard solution of 10 micrograms/milliliters in methanol is less than one week. 
The relation of areas between higryne and cuscohygrine when the urine samples were received 
in the laboratory was from 2% to 6%. When these samples were re-analyzed four months later 
these relations was from 30% to 45%. All the urine samples of people who chewed coca leaves 
were positive to hygrine, cuscohygrine, cinnamoylcocaine and methylecgonine.  Positive results 
for cocaine, methylecgonine, hygrine, cuscohygrine and cinnamoylcocaine were also obtained 
in people who did not use alkaline substances to enhance the extraction of cocaine from the 
leaves. The urine samples of cocaine abusers were all negative to hygrine and cuscohygrine and 
except one were also negative to cinnamoylcocaine. Most urine samples of cocaine abusers had 
also other controlled substances, such as methadone, opiates and cannabis.Thus, hygrine and 
cuscohygrine are good markers to distinguish between chewing coca leaves and cocaine abuse, 
and the qualitative method presented can be used successfully in workplace drug testing and 
forensic cases. 
key word: Cocaine markers; Coca chewing; Cocaine abuse; Workplace drug testing; GC/MS.








DETERMINACION EN ORINA POR UHPLC-MS/MS DE DOS NUEVOS 
MARCADORES  PARA DIFERENCIAR EL MASCADOR DE HOJAS DE CO-
CA DEL CONSUMIDOR DE COCAINA- (RESUMEN POSTER-URUGUAY 2013)
N.C. Rubio1, S. Strano-Rossi2, M.J.Tabernero3, J.L Gonzalez1, L. Anzillotti2 ,M. Chiarotti2, A.M. 
Bermejo3.
1Laboratorio de Toxicología Forense. Cipolletti. (Argentina),2Instituto de  Medicina Legal Universi-
tà Cattolica. Roma. (Italia), 3Instituto de  Medicina Legal. Universidad de Santiago de Compostela. (Espa-
ña)) 1crubio@speedy.com.ar
Palabras clave: Marcadores de cocaína: Mascadores de hoja de coca; Drogas de abuso en el medio 
laboral; GC/MS.
Introducción: en Argentina el mascado de hojas de coca es una práctica legal, lo que 
significa un problema desde el punto de vista laboral y forense su diferenciación  del consumo 
de cocaína. En ambos casos, los análisis de orina arrojan resultados positivos para cocaína y sus 
principales metabolitos - En el proceso de extracción y purificación de la hoja de coca determi-
nados alcaloides de estructura pirrolidinica: hygrina y cuscohygrina se pierden mayoritariamen-
te, no siendo posible su detección en las muestras de calle analizadas de clorhidrato de cocaína 
y en la orina de consumidores por la técnica de CG/MS (FSI-2012), contrariamente en los 
mascadores de hoja de coca la hygrina y cuscohygrina son  fácilmente detectadas por extracción 
líquido-liquido seguida de la técnica de CG/MS-
Objetivo: determinar cuali y cuantitativamente la concentración de higrina, cuscohigrina, 
cocaína y sus metabolitos en la orina de mascadores de hojas de coca del norte de Argentina y 
comparar con la orina  de consumidores de cocaína de España por una técnica de UHPLC MS/
MS, Agilent 1290 Infinity detector Agilent 6460 masa triple cuadrupolo, ESI modo positivo-
Muestras: Se analizaron  23 orinas de mascadores habituales de hojas de coca y  20 
muestras de orina de consumidores de cocaína de España que no poseen la práctica del mascado 
de hojas de coca-
Resultados: Límites de detección (ug/ml): Cuscohigrina: 0,010; cocaína: 0,0025; metile-
cgonina, ecgonina, benzoilecgonina: 0,001. Rangos de concentraciones orina de  mascadores en 
ug/ml: cuscohigrina (0´70-404´07); cocaína (ND-171´93); benzoilecgonina (0´15-5609´17); 
metilecgonina (0´08-1863´99); ecgonina (0´26-9365´16) e higrina (cualitativa-Positiva en todas 
las muestras)- Orinas de consumidores: cocaína (0´018-4´59); benzoilecgonina (0´326-90´769); 
metilecgonina (ND-29´668); ecgonina (0´614-16´304); cuscohigrina e higrina (cualitativa-Ne-
gativa en todas las muestras)
Conclusiones: Esta técnica de UHPLC MSMS que como único pretratamiento de la mues-
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tra emplea una dilución de la orina 1/40 en fase móvil (H20: Acetonitrilo: ácido fórmico) fue 
adecuada para conocer el rango de concentración de Cuscohigrina y la detección cualitativa de 
higrina en mascadores habituales de hojas de coca, como así también la distribución urinaria de 
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Detection of coca alkaloids in coca leaves and urine 
samples to proof the consumption of natural coca products 
In most South American countries it is legal to chew coca leaves or drink coca tea. The coca 
alkaloids hygrine (HYG) and cuscohygrine (CUS) are only found in natural coca products, but not 
in manufactured illicit cocaine [1,2]. Therefore, they can be used as consumption markers of  
unprocessed coca leaves. In this study the alkaloid content of coca leaves was determined and 
the time course of their concentrations in urine after a single chewing of coca leaves or drinking of 
coca tea was investigated.   
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Urine: 500 µl urine were mixed with glucuronidase 
and incubated. After centrifugation, 50 µl supernatant 
were separated and diluted. Finally, 5 µl deuterated 
internal standard mix (ISTD 1 ng/ml) was added.  
Coca leaves or coca tea: Around 50 mg were 
extracted with 1 ml MeOH for 24 h. For the 
measurement, a 1:100 dilution was made and 10 µl 
ISTD were added. One bag of the coca tea (ca. 1 g 
coca leaves) was steeped for 5 min with 200 ml hot 
water. 50 µl were diluted and 5 µl ISTD was added. 
Analysis: Eight samples of coca tea or coca leaves 
and urine from three volunteers, who drank coca tea 
or chewed coca leaves were analysed for cocaine 
(COC), norcocaine (NC), m-hydroxycocaine (m-OH-
COC), benzoylecgonine (BE), m-hydroxy-
benzoylecgonine (m-OH-BE), ecgonine methyl ester 
(EME), anhydroecgonine methyl ester (AEME), 
cocaethylene (CE), cinnamoylcocaine (CIN), 
cuscohygr ine (CUS), hygr ine (HYG), and 
tropacocaine (TRO) by a validated LC-MS/MS 
method.  
For chromatographic separation an Agilent device 
(Infinity 1290) and a HILIC column (Poroshell 2.1 x 
100 mm, 2.7 µm) was used. The detection and 
quantitation of the analytes were performed with 
Agilent 6360 Triple Quadrupol MS. 
Results and Discussion 
Introduction 
Material and Method 
Conclusion 
The alkaloid content in coca leaves or coca tea from 
different regions is presented in a boxplot diagram 
(Figure 1). Most of the expected coca alkaloids were 
found in a quantifiable amount and the values are 
comparable with the values in the literature [3,4]. The 
main alkaloids COC, CUS, EME, CIN and BE clearly 
dominate whereas AEME, TRO, NC and CE are only 
seen with a zoom-factor of 20. BE as a hydrolysis 
product was probably formed during storage or 
extraction. There are no clear differences between 
the concentrations of these analytes in the leaves 
from different regions. 
Remarkably, AEME as a common marker for cocaine 
smoking (e.g. crack) was detected in coca leaves [2].  
 
Figure 2 presents concentration vs. time profiles for 
different analytes (BE, EME, m-OH-BE and CUS) in 













coca tea (#1 and #2) and after chewing 3-5 g coca 
leaves with NaHCO3 for 3 h (#3). In Figure 2a, the 
concentration profile of BE is shown. On the first 
view, the shape of the curves (#1, #2 tea drinker and 
#3 coca chewer) is similar, but the big difference are 
the reached concentrations.  
 
Table 1 shows the maximum concen-
trations and detection times of the coca 
alkaloids in different urine samples 
after drinking tea (#1 and #2) and 
chewing coca leaves (#3). 
 
Figure 3 shows concentrations of  
coca alkaloids in a cup of tea and urine 
samples from three volunteers (#1 and 
#2 drank 1 cup of coca tea, #3 chewed 
coca leaves). Only maximum concen-
trations in urine were displayed in this 
figure. The measured concentrations of 
COC, AEME, CIN in the tea were 
higher than in urine samples. The 
analyte TRO was only detected in tea. 
Furthermore, NC an CE could only be 
detected in leaves and after chewing 
coca leaves. After drinking coca tea, 
the analytes COC, BE, EME, CUS, 
AEME and CIN could be detected. 
After chewing coca leaves higher 
concentrations of the analytes in urine 
could be measured than after tea 
drinking. The analyte CUS was 
detected in all analysed samples.  
 
Surprisingly, AEME could be detected 
in leaves and all urine samples after 
drinking tea and chewing coca leaves.  
 
Figure 1: Boxplots for coca alkaloids from different leaves and teas 
For #3 (coca chewer) the concentration of BE is ten 
times higher than for tea drinker (#1 and #2). The 
detection time window was 47-72 h. 
In Figure 2b, the concentration profile of EME is 
shown. The concentrations of the coca chewer were 
ten times higher than the concentrations of the tea 
drinkers. The detection time window was 47-72 h. 
In Figure 2c, the concentrations of newer marker are 
shown. For m-OH-BE and m-OH-COC (not 
displayed) were no differences in the analyte 
concentrations after chewing coca leaves or drinking 
tea. The detection time window was 18-55 h for m-
OH-BE and 4-42 h for m-OH-COC. 
Figure 2d shows the concentration profiles of CUS. 
The concentrations of the coca chewer were 100 
times higher than the concentrations of the tea 
drinkers. A possible reason could be, that NaHCO3 
as an additive was used while coca chewing 
resulting in an increased extraction of polar 
substances. There were notable differences in the 
detection windows (#1: 46 h, #2: 68 h and #3: > 72 
h). The time windows of detection in urine were for 
COC 4-20 h, AEME 3-7 h and CIN 3-26 h with 
always higher concentrations for coca chewing. 
  
Analyte	
Tea drinker #1  
female, 33 yrs	
Tea drinker #2  
male, 33 yrs	
Coca chewer #3  
female, 59 yrs	
cmax	 tmax	 cmax	 tmax	 cmax	 tmax	
BE	 1191 ng/ml	 47,9 h	 1835 ng/ml	 54,2 h	 20407 ng/ml	 > 72 h	
EME	 2782 ng/ml	 47,9 h	 1872 ng/ml	 44,7 h	 26770 ng/ml	 > 72 h	
m-OH-BE	 82,6 ng/ml	 18,6 h	 25,6 ng/ml	 20,5 h	 65,25 ng/ml	 55,0 h	
m-OH-COC	 52,9 ng/ml	 4,8 h	 24,1 ng/ml	 8,0 h	 106 ng/ml	 42,0 h	
CUS	 191 ng/ml	 46,4 h	 106 ng/ml	 68,3 h	 7076 ng/ml	 > 72 h	
COC	 15,1 ng/ml	 4,8 h	 2,24 ng/ml	 20,5 h	 2758 ng/ml	 9,0 h	
AEME	 1,68 ng/ml	 3,5 h	 -	 -	 11,8 ng/ml	 7,0 h	
CIN	 11,5 ng/ml	 3,5 h	 33,4 ng/ml	 26,7 h	 226 ng/ml	 14,0 h	
Table 1: Maximum concentrations (cmax) and detection times (tmax) of several analytes in urine from tea 
drinker (1 cup of tea) and coca chewer (3-5 g leaves with NaHCO3 for 3h) 
The detectability of CUS in the urine showed, that it can be used as a consumption marker of 
natural coca products in forensic toxicology. In the literature it was already shown, that there is no 
CUS in illicit cocaine preparations [1,2]. A single chewing of coca leaves or drinking of coca tea 
can be detected by CUS in urine up to 72 hours. In addition, the detection of AEME in urine 
samples after coca chewing or coca tea drinking could lead to false positive conclusions due to 
the fact, that AEME is normally used to proof the smoking of illicit cocaine preparations. 


































 Zoom x 20 
Coca tea in bags 
http://blogs.eltiempo.com/no-hay-derecho/2019/02/12/comercializar-la-coca-solo-los-
resguardos/ 































































































































































Figure 3: Concentrations of coca alkaloids in 1 cup coca tea (green bars), in urine samples from volunteers 
after drinking 1 cup of coca tea (yellow bars) and from one volunteer after chewing coca leaves (violet bars) 


















Cup of coca tea 
#1 tea drinker (f, 33 yrs) 
#2 tea drinker (m, 33 yrs) 







LCMSMS vs GCMS in the detection of cocaine, methylecgonine, cinnamo-
ylcocaine, hygrine and cuscohygrine in the real urine samples of coca leaves 
chewers after six years storage.(RESUMEN POSTER TIAFT-BIRMIN-
GHAM-2019)
Rubio N.C.1,2; Moreda-Piñeiro A.2; Alvarez-Freire I. 3; Bermejo-Barrera P.2; Tabernero 
M.J. 3; Bermejo A.M.3
1 Toxicology Laboratory. Patagonia. Argentina
2 Department of Analytical Chemistry, Nutrition and Bromatology, Faculty of Chemistry University 
of Santiago de Compostela, Santiago de Compostela SPAIN
3 Instituto de Ciencias Forenses “Luís Concheiro” (INCIFOR), Forensic Toxicology Service, Forensic 
Sciences Institute, Medicine School, University of Santiago de Compostela, C/ San Francisco s/n, 15782, 
Santiago de Compostela, Spain.
Introduction: Chewing coca leaves or drink coca tea is a current practice in the Andean 
world: Bolivia, Perú and Argentina and it seems to be it has grown in different social levels in 
urban populations in Argentina. Legislation in Argentina allows these practices. Thus, the diffe-
rentiation between people who chewing coca leaf or drink coca tea from people who consume 
illegal cocaine is very important in the countries where chewing coca leaf is legal because both 
of them are positive for cocaine and their metabolites in urine, oral fluid and hair. In the last 
years, several legal disputes have happened to claim about cocaine positive results in urine are 
due to consumption coca leaves in the traditional way and not due to illegal use of cocaine. The 
forensic laboratory is obliged to keep biological samples for a certain period of time in order to 
re-analysis the samples if it is required by the attorney.  The storage periods to which the samples 
can be subjected in forensic cases are variable since weeks, month even years. Thus, the knowle-
dge of the stability of the coca alkaloids is important in the Judicial process.
Aim: the aim of this work is to evaluate the advantages or disadvantages of using LC-
MSMS or GCMS in the analysis of 13 urine samples from frequent chewers of coca leaves that 
were storage during 6 years at -20C, pH near 5 and NaF 1%. The urine samples were analyzed 
in the year 2012 by GCMS and 2018 by GCMS and LCMSMS. The alkaloids of coca leaves 
analyzed were cocaine (COC), methylecgonine (EME), cinnamoylcocaine (trCIN), hygrine 
(HYG) and cuscohygrine (CUS). The special focus was placed on the detection of HYG, CUS 
and trCIN because no previous studies have been found over urine samples stored for 6 years. 
HYG and CUS are proposed as markers of chewing of coca leaves and both of them were posi-
tive in the first analysis (year 2012) and trCIN as secondary marker.
Method: A qualitative methods for GCMS and LCMSMS were validated following inter-
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national guidelines. The separation technique used was liquid-liquid with MTBE at pH=8, the 
procedure used was the same in all the analysis. The validation parameters evaluated in GCMS 
and LCMSMS method were: carryover, interference studies, limit of detection. Also, in LC-
MSMS have been evaluated the matrix effect (ionization suppression/enhancement). The LOD 
was established by GCMS and (LCMSMS) at 50 ng/mL (5ng/ml) for COC and trCIN, 100 ng/
mL (10 ng/mL) for EME and 200 ng/mL (50ng/mL) for CUS. No interferences were founded 
in the conditions of the analysis. No was observed Carryover at 500 ng/mL by GCMS and ca-
rryover was present at 50ng/mL of COC and EME, at 200 ng/mL of trCIN in LCMSMS, no was 
detected carryover for CUS at a concentration of 500 ng/mL. The ME has not exceeded +/- 25%.
Results: When compare the GCMS technique in the years 2012 and 2018 HYG was not 
detectable, and the number of urine samples detectable for trCIN and CUS decreases by 15% 
and near 40% respectively. The performance in LCMSMS is better than GCMS technique in the 
detection of COC and trCIN, and only two urine samples were negative to HYG and CUS.
Conclusion: The literature mentions that the condition of storage of our urine samples: 
in the freezer -20C, pH acid, and NaF 1% retards the degradation of COC and EME. Also, the 
use of a more sensitive method with lower of detection limits or when the initial analyte con-
centration is higher (the urine samples are from frequent coca leaves chewers) is more likely it 
is that the analyte will be detected in long storage. Despite the satisfactory results in the analysis 
of the urine samples six years later, we should be cautious at the moment of the interpretation 
of the Judicial causes about of the legality or illegality of the origin of the cocaine in the urine 
samples. There are not enough studies yet about the stability of trCIN, HYG, and CUS in urine 
samples.
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6.5 GRUPO C: ESTUDIOS REALIZADOS EN PELO.
6.5.1 Estudios del comportamiento de la higrina y cuscohigrina 
en pelo en una población de mascadores de hoja de coca (frecuentes 
y ocasionales) y bebedores de té de coca vs una población de consu-
midores de cocaína de Alemania y de un grupo de consumidores de 
“PACO” de Argentina en rehabilitación.
El estudio del comportamiento de la higrina y cuscohigrina en pelo, 
era una consecuencia lógica, siendo una matriz hoy en día ampliamente 
empleada en causas forenses y propuesta en el mundo laboral y del do-
ping. Los resultados hallados en pelo en mascadores de hojas de coca 
fueron muy prometedores para establecer el tiempo de consumo de ho-
jas de coca, haciendo el seguimiento de la higrina y cuscohigrina, dos 
metabolitos de la cuscohigrina serían, además, encontrados. 
En el primer trabajo publicado:
No solo se determinó que el pelo era una matriz apta para compro-
bar que una persona mascaba hojas de coca con cierta frecuencia, sino 
que resultó fundamental para corroborar la estructura de la higrina y 
cuscohigrina y de dos metabolitas de las cuscohigrina, con el empleo de 
un LC-QTOF-MS. En el Capítulo 5, sección 5.4.2.3.2,  se dan detalle 
Possibilities for discrimination between chewing of coca leaves and abuse of cocai-
ne by hair analysis including hygrine, cuscohygrine, cinnamoylcocaine and cocaine 






Para remarcar los datos principales de este trabajo: (Figura 6-2)
Los alcaloides de la hoja de coca espectro (a): cocaína (COC), ci-
namoilcocaína (CIN), tropococaína (TRO), ecgonina metil éster (EME), 
higrina (HYG) y cuscohigrina (CUS), aparecen en el pelo del mascador 
CC-06, espectro (c). La benzoilecgonina es un metabolito de la cocaína 
originado en el organismo, pero que se forma también por hidrólisis 
química en medio alcalino (in-vitro), su detección en el extracto de la 
hoja de coca es posible se deba a un proceso de degradación de la co-
caína en la hoja o durante el procesamiento. En el pelo del mascador 
proviene del metabolismo de la cocaína.
Cocaetileno (CE), norcocaína (NC) al igual que la benzoilecgonina 
(BE) son metabolitos de la cocaína, cromatograma (c). Cocaetileno se 
forma por el consumo de la hoja de coca con alcohol, es esperable su 
hallazgo, porque el mascado de hojas de coca si bien puede hacerse en 
cualquier momento del día, se da por lo general durante la sobremesa 
luego del almuerzo o cena, en donde el consumo de alcohol (vino) en la 
comida, sumado a las largas sobremesas seguidas de la siesta son típicas 
de las provincias en Argentina. 
Uno de los metabolitos de la cuscohigrina (CUS-M2) se descubrió 
accidentalmente, tiene las mismas transiciones que la cuscohigrina. Es-
to fue discutido en el Capítulo 5, sección 5.4.2.3.2.3.
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En la Figura 6-3 se muestras, a modo de ejemplo, dos cromatogra-
mas: (a) pertenece al extracto de pelo de un mascador de hojas de coca 
(CC-19) y (b) extracto de pelo de un consumidor de cocaína de Alema-
nia (CU-17) en donde claramente se observan las diferencias marcadas 
con un círculo rojo sobre el cromatograma. Higrina (HYG), cuscohigri-
na (CUS) y los metabolitos de la cuscohigrina (CUS-M1 y CUS-M2) 
solo son detectados en el extracto de pelo del mascador de hojas de 
coca.
La cinamoilcocaína es un alcaloide de la hoja de coca, como ya 
discutimos en el Capítulo 5. sección 5.3.5.4, es un contaminante de la 
Figura 6-2: Cromatograma HILIC-MSMS. a) Extracto de hoja de coca; b) Mezcla 





cocaína y no siempre es eliminado en el proceso de producción ilícita 
de cocaína, por lo que algunos alijos o muestras de calle pueden conte-
ner cinamoilcocaína. La concentración de cinamoilcocaína en los con-
sumidores de cocaína es significativamente menor que en los mascado-
res de hoja de coca y es un parámetro más que se propone para hacer la 
diferenciación.
 
El análisis estadístico de la relación CIN/COC; TRO/COC; HYG/
COC; CUS/COC; NC/COC; BE/COC; EME/COC y CE/COC muestra 
diferencias significativas entre los mascadores de hojas de coca y con-
sumidores de cocaína para todas las relaciones con excepción de TRO/
COC. Si bien las mayores diferencias se dan para las relaciones: HYG/
COC; CUS/COC, EME/COC y CIN/COC. (Figura 6-4)
Figura 6-3: Cromatograma HILIC-QTOF-MS. a) extracto de pelo de un mascador 
de hojas de coca (CC-19) b) consumidor de cocaína de Alemania (CU-17).
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Como describiéramos en el GRUPO A de trabajos, la higrina y 
cuscohigrina es eliminada en alto porcentaje en los primeros pasos de la 
producción ilegal del clorhidrato de cocaína. Una cantidad residual que-
da en el producto final que es consumido en las calles y que llega a los 
países europeos; siendo el pelo una matriz que va acumulando la droga 
ingerida a lo largo del pelo, es lógico que algunos de los consumidores 
alemanes (o de otras regiones) analizados tuvieran higrina y cuscohigri-
na en cantidades muy bajas. No fue detectado en los consumidores de 
Alemania ninguno de los dos metabolitos de la cuscohigrina (CUS-M1 
o CUS-M2) seguramente su muy baja concentración hace que no fueran 
detectados.
Figura 6-4: Gráficos de Box and Whisker de la relación de los alcaloides de la 
hoja de coca y metabolitos de la cocaína a cocaína en el pelo de mascadores de 





6.5.2 Criterios de discriminación o diferenciación propuestos 
para diferenciar un mascador de consumo frecuente de hojas de 
coca de un consumidor de cocaína a través del análisis de pelo.
Al detectarse la higrina y cuscohigrina en los consumidores de co-
caína, aunque en cantidades residuales, como así también de cinamoil-
cocaína, se propone emplear una combinación de criterios de discri-





HYG/COC (falta determinar el rango, no se dispone del testigo 
de higrina)
La presencia de los metabolitos CUS-M1 y CUS-M2.
Además, el análisis de agentes de corte y/o adulterantes es otro 
criterio a investigar, por ejemplo, la presencia de levamisol o lido-
caína.
Un importante requisito para el empleo de estos criterios es que 
la hidrólisis de la cocaína durante el tratamiento de la muestra de 
pelo sea excluida.
6.5.3. La utilidad del pelo para diferenciar individuos que oca-
sionalmente mascan hojas de coca o beben té de coca vs consumido-
res de cocaína.
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El siguiente trabajo que se realizó sobre pelo trató de responder 
alguno interrogantes que se fueron presentando:
Discrimination between chewing of coca leaves or drinking of coca 
tea and smoking of “paco”(coca paste) by hair analysis. A preliminary 
study of possibilities and limitation.
Una de las características de la población analizada previamente, de 
mascadores de hojas de coca, es su alta frecuencia de mascado (varias 
veces al día) y los años de mascado (2 años a 44 años). Pero existe otra 
población de mascadores que lo hace aleatoriamente, con una frecuencia 
de 1 o 2 veces por semana, o alguna vez por mes o bien que toman té de 
coca no regularmente. ¿cómo sería en estas poblaciones las concen-
traciones en el pelo? Y si los criterios previamente propuestos de 
identificación podrían ser útiles en estos casos, ¿podría la higrina y 
cuscohigrina alcanzar suficiente concentración para poder seguir 





Tabla 6-8: Comparación de la concentración de cocaína, benzoilecgonina, cus-
cohigrina, higrina, cinamoilcocaína y ecgoninametil éster en las muestras de:  
mascadores de hojas de coca frecuentes, mascadores de hoja de coca o tomado-
res de té de coca ocasionales y consumidores de cocaína.
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En la Tabla 6-8 se muestran los resultados en pelo de los alcaloides 
de la hoja de coca (cocaína, higrina, cuscohigrina, cinamoilcocaína y 
ecgoninametil éster) y de los metabolitos de la cocaína (benzoilecgoni-
na y ecgoninametil éster) obtenidos de la población de mascadores de 
hoja de coca frecuentes (varias veces al día y durante años) (Int.J.Legal 
Med. 2014) mascadores de hoja de coca ocasionales o tomadores de 
té (algunas veces en el mes o en el año) (FSI_297_2019), y una pobla-
ción de consumidores de cocaína de Alemania. (Int.J.Legal Med. 2014). 
De la Tabla 6-8 podemos concluir:
Un mascador de hojas de coca y un consumidor de cocaína son 
imposibles de distinguir solo con el análisis de cocaína y sus metabolitos 
benzoilecgonina o ecgoninametil éster, si bien podemos esperar una ma-
yor concentración en pelo en los mascadores de hoja de coca de ecgo-
ninametil éster (no solo proviene del metabolismo de la cocaína sino es 
un alcaloide de la hoja de coca), la diferencia no es tan notoria y hay 
concentraciones que se superponen. Por lo tanto, necesitamos para afir-
mar que un individuo es un mascador de hojas de coca (frecuente) ana-
lizar en el pelo los otros alcaloides higrina, cuscohigrina y cinamoilco-
caína y aplicar los criterios preliminares propuestos.
Un mascador de hojas de coca o bebedor de té de coca de forma 
ocasional, tiene una concentración de cocaína en pelo baja (0,01-2,02 
ng/mg de pelo), y en algunos casos sus metabolitos no son detectados 
(benzoilecgonina y ecgoninametil éster), como así tampoco los otros 
alcaloides de la hoja de coca como higrina, cuscohigrina o cinamoilco-
caína, por lo tanto:
La matriz pelo no resulta útil para hacer la diferenciación de mas-
cadores de hoja de coca o tomadores de té de coca vs consumidores de 
cocaína si el uso de las hojas de coca no se hace en forma frecuente o 
rutinaria; por lo que legalmente no puede descartarse el reclamo del 
acusado que alega una costumbre del uso de hojas de coca, pero si se 
puede corroborar si afirma un uso continuado de las mismas.
Las bajas concentraciones de cocaína e incluso la imposibilidad de 
detectar sus metabolitos en consumidores ocasionales de hoja de coca 





duda al laboratorio sobre la posibilidad de que estemos ante una conta-
minación del pelo.
6.5.4 Análisis del pelo de una población de adictos en tratamien-
to ambulatorio de la Argentina que fuman pasta base o pasta de 
coca o “PACO”. Utilidad de la anhidroecgonina metil éster (AEME) 
en los fumadores de PACO en Argentina.
Existe en Latinoamérica en los países que producen pasta de coca, 
un consumo de pasta base que se hace fumado, la cocaína base es volá-
til, llega al sistema nervioso central muy rápidamente y el efecto es 
prácticamente inmediato, detalles de la obtención de pasta base y coca 
base fueron descritos en el Capítulo 4, sección 4.5. La anhidroecgonina 
metil éster (AEME) es un compuesto que se produce por pirólisis du-
rante el fumado de la pasta base o cocaína base y es considerado un 
marcador del fumado de cocaína (pasta base, crack) pero también un 
constituyente de la hoja de coca, ¿seguiría siendo la AEME un mar-
cador útil en el caso de existir un mascado de hojas de coca conjun-
tamente con un consumo ilícito de cocaína fumada?, ¿serán los fu-
madores de pasta de coca o de “PACO” como se los llama en 
Argentina, posibles de diferenciar del mascador de hojas de coca a 
través del análisis de pelo empleando los criterios anteriormente 
propuestos?. 
El pelo de un grupo de adictos bajo tratamiento ambulatorio que 
manifestaron ser fumadores de pasta base en recuperación de la ciudad 
de Buenos Aires fue analizado y sus resultados publicados en la revista 
Forensic Science International 297 (2019) 171-176. La forma de consu-
mo y el tiempo es una información aportada por el adicto y su credibi-
lidad no puede ser confirmada. 
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En la Tabla 6-9 se muestran los resultados en pelo de la cocaína 
(COC), benzoilecgonina (BE), ecgoninametil éster (EME), norcocaína 
(NC), cocaetileno (CE), anhidroecgonina metil éster (AEME), cuscohi-
grina (CUS), cinamoilcocaína, (CIN), tropococaína (TRO) e higrina 
(HIG) y se deduce:
Los alcaloides de la hoja de coca higrina y cuscohigrina no fueron 
detectados en esta población de adictos (muchos de los cuales podrían 
Tabla 6-9: Concentración en pelo de alcaloides de la hoja de coca y metabolitos 





ser fumadores de pasta base según lo reportado por éstos), lo que com-
probaría que en fumadores de pasta base (PACO) seguirían siendo de 
utilidad para diferenciar mascadores de hoja de coca de consumidores 
ilegales de cocaína. El “PACO” es pasta base, residuo de los primeros 
pasos de la producción ilegal del clorhidrato de cocaína.
No tenemos información del comportamiento de la higrina y cus-
cohigrina cuando se fuma.
Anhidroecgonina metil éster (AEME) es considerado un marcador 
de fumado de coca base o “crack” (de mayor pureza), es un producto 
que se forma por pirólisis al fumar pasta base, también como artefacto 
en cromatografía gaseosa y fue hallado en las hojas de coca y en té de 
coca. Su utilidad como marcador de fumado debe ser estudiada en el 
caso de mascadores de hoja de coca habituales, los resultados obtenidos 
no son suficientes para sacar una conclusión.
Del análisis de la concentración de la cocaína/benzoilecgonina de 
los segmentos de pelo de la población femenina (por su longitud permi-
tió que se analizaran segmentos de pelo) se ve el bajo seguimiento del 
tratamiento de alguno de los pacientes (ambulatorios) y la utilidad del 
pelo para estos casos para corroborar los dichos del paciente. En la 
muestra de pelo de color rubio la concentración de los compuestos me-
didos es baja como es de esperar por el bajo contenido de melanina o 
bien consecuencia además de un bajo consumo. 
6.5.5 Cambios en la distribución de alcaloides de la coca en el 
pelo de mascadores de hoja de coca frecuentes, por el empleo de 
sustancias alcalinas en el mascado.
En el póster: Can the use of alkaline substance during chewing 
coca leaves change the distribution of alkaloids of cocaine in hair? 
presentado en TIAFT 52 Annual Meeting of the international Association 
of Forensic Toxicologists-Buenos Aires 9-13 noviembre de 2014, se 
mostraron los resultados preliminaries de este tema.
Como ya explicamos en el punto 6-4-3 del Grupo B (análisis de 
muestras de orina), el empleo de sustancias alcalinas durante el mas-
cado, mejora la extracción de los alcaloides y en consecuencia es espe-
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rable un mayor ingreso de estos a través de la mucosa oral, además, el 
estado no ionizado de los alcaloides en medio alcalino favorece su ab-
sorción. Los más lipofílicos como la cocaína y cinamoilcocaína son los 
que tendrán mayor eficiencia de ingreso al organismo (entre 15 a 32 
veces más si hacemos relación entre las medias) vs los más hidrofílicos 
como la cuscohigrina y ecgonina metil éster (entre 6 a 7 veces). 
Como se observa en el poster presentado en la TIAFT-2014 en Bue-
nos Aires, se halló una diferencia significativa en la concentración en 
pelo entre mascadores de coca frecuentes con y sin el empleo de sustan-
cias alcalinas en: la cocaína, ecgonina metil éster, cinamoilcocaína, ben-
zoilecgonina, tropococaína, norcocaína, cocaetileno. No hallándose di-







































































Discrimination between chewing of coca leaves or drinking of coca tea and 
smoking of “paco” (coca paste) by hair analysis. A study about possibilities and 
limitations. (RESUMEN TIAFT BOCA RATON-2019)
Rubio NC1; Krumbiegel F.2; Thurmann D.2, Nagel A.2; Aranguren M.3; Gorlelo JC.3; Po-
liansky N.3; Pragst, F2.
1 Toxicology Laboratory, Patagonia, Argentina.
2 Institute of Legal Medicine, University Medicine Charité, Berlin, Germany.
3 Fundación Convivir, Buenos Aires. Argentina
INTRODUCTION: It was shown in a previous study that hair analysis is a suitable way 
to discriminate between coca chewers and consumers of manufactured cocaine using hygrine 
(HYG) and cuscohygrine (CUS) as markers of original coca leaves (Rubio et al., Int. J. Legal 
Med 2014). 
OBJECTIVE: In the present study it was examined whether CUS and HYG in hair are 
sufficiently sensitive for detecting occasional chewers of coca leaves or drinkers of coca tea, 
whether CUS and HYG appear in hair of “PACO” consumers (smoke coca paste waste) from 
Argentina, and whether anhydroecgonine methyl ester (AEME) is useful as a coca smoking 
marker in this context.  
METHOD: Three groups were included: (a) Six volunteers from Buenos Aires who only 
occasionally chew coca leaves or drink a cup of coca tea (one or two times per month), (b) four 
volunteers with daily consumption of coca leaves, and (c) twenty-one 18 to 44 year old consu-
mers of “PACO” in treatment for addiction. The scalp hair samples (1-4 segments of 6 cm or 
whole length below 6 cm) were analyzed by a validated LC-MS/MS method for cocaine (COC), 
benzoylecgonine (BE); ecgonine methyl ester (EME), cocaethylene (CE), trans-cinnamoylco-
caine   (tr CIN), tropacocaine (TRO), Norcocaine (NC), m-hydroxybenzoylecgonine (m-OH-BE), 
AEME, CUS and HYG.
RESULTS: Group (a): only traces of COC were found in hair of the six occasional users 
of coca leaves or coca tea (0.010-0.039 ng/mg). (b) For the four regular chewers of coca leaves 
all compounds were detected with the exception of TRO. The hair samples of group (c) contai-
ned much higher concentrations of COC (0.027-341 ng/mg, mean 37.4 ng/mg) and its metabo-
lites. CUS was not found in these cases but traces of HYG were seen in 2.9% of the tested hair 
segments. AEME as a generally supposed marker for coca smoking was detected in most of 
these samples. However, since AEME was also found in hair of three regular coca chewers and 
in the extract of coca leaves, its use for differentiation between the consumer groups seems to 
be limited.
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CONCLUSION: CUS and HYG were not suitable to detect people who consume coca 
tea or chew coca leaves up to two times per month (in hair). CUS did not appear in the PACO 
consumers of Argentina. AEME as a marker of cocaine smoking is also present in coca leaves. 
Therefore, more research is needed to assess the value of AEME in this context. 






CAN THE USE OF ALKALINE SUBSTANCE DURING CHEWING COCA LEA-
VES CHANGE THE DISTRIBUTION OF ALKALOIDS OF COCAINE IN HAIR?
N.C. RUBIO; M. HASTEDT; J. GONZALEZ; F. PRAGST. (RESUMEN TIAFT BS.AS. 
2014)
Aims: The coca leaf is a symbol of Andean culture. The coca leaves are Schedule II con-
trolled substances in USA but chewing coca leaves are not illegal in Argentina contrary to use 
of any form of manufactured cocaine. Some people use during chewing coca leaves alkaline 
substances (llipta, bicarbonate powder). In this study, hair analysis was applied for investigation 
of the distribution of coca alkaloids and metabolites among people who chew coca leaves with 
and without alkaline substance and in comparison, with German cocaine users
Methods: Hair samples from 18 Argentinean coca chewers with alkaline substance (CC_
alk), 5 Argentinean coca chewers without alkaline substance (CC_s_alk) and 22 German cocai-
ne users (Coc_us) were analyzed for cocaine (COC), cinnamoylcocaine (CIN), tropococaine 
(TRO), cuscohygrine (CUS) and hygrine (HYG) and the cocaine metabolites norcocaine (NC), 
benzoylecgonine (BE), Ecgonine methyl ester (EME) and cocaethylene (CE) by hydrophilic 
interaction liquid chromatography (HILIC) in combination with triplequad mass spectrometry 
(QQQ-MS) and hybrid quadrupole time-of-flight mass spectrometry (QTOF-MS).
Results: Concentration in hair ((ng/mg): 
The Log(10) concentrations of the coca alkaloids and the metabolites in absolute values 
were statistically compared between the groups. By analysis of Student t-test significant diffe-
rences were found (α=0.000-0.02) for: (a) CC_alk vs CC_s_alk: COC, BE, EME, NC, CIN, 
TRO, CE; (b) CC_alk vs Coc_us: COC, BE, EME, CIN, CE, CUS and (c) CC_s_alk vs Coc_us: 
COC, BE, CUS. In lack of a reference substance, only qualitative data were obtained for HYG
Conclusions: The distribution of alkaloids of coca leaves and metabolites between CC_alk 
and CC_s_alk in hair have significant statistically differences in all the substances with the ex-
ception of the CUS. The distribution of alkaloids of coca leaves and metabolites of CC_s_alk is 
more similar to Coc_us. The use of alkaline substances during chewing enables a more efficient 
extraction of alkaloids from the leaves.
Key word: Coca chewer, hair analysis, hygrine, cuscohygrine.






6.6 GRUPO D: ESTUDIOS REALIZADOS EN FLUIDO 
ORAL.
El fluido oral tiene gran aplicación en los controles y accidentes. Es 
también una matriz empleada en los controles laborales y en las fuerzas 
de seguridad, por lo que demostrar que en el fluido oral podemos detec-
tar a la higrina y cuscohigrina fue uno de los ejes de nuestros estudios, 
sea por un real uso de hojas de coca o por emplear el mascado de hojas 
de coca o el té de coca como una excusa ante un resultado positivo de 
cocaína.
6.6.1 Desarrollo de un método para determinar la presencia de 
higrina y cuscohigrina en fluido oral.
Como en orina y pelo no había antecedentes de la medición de estos 
dos alcaloides en fluido oral, por lo que se desarrolló un método por 
LCMSMS previa separación de los analitos a investigar por precipitación 
por proteínas (Journal of Analytical Toxicology, 2018;1–7 doi: 10.1093/
jat/bky076). 
El método validado en fluido oral no solo permitió medir higrina y 
cuscohigrina, sino otros alcaloides de la hoja como cinamoilcocaína 
(CIN), tropococaína (TRO), ecgoninametil éster (EME), anhidroecgo-
nina metil éster (AEME), cocaína (COC) y su metabolito benzoilecgo-
nina (BE). No se hallaron reportes en la bibliografía de métodos en 
fluido oral diseñados para medir el contenido de cocaína y/o sus meta-
bolitos y otros alcaloides de la hoja de coca en individuos que mascaran 
hojas de coca.
Los detalles analíticos fueron descritos en el Capítulo 5, sección 
5.3.3.
6.6.2 Posibilidad de diferenciar a mascadores de hojas de coca 
y tomadores de té de coca de consumidores de cocaína a través del 
fluido oral.
En nuestros preliminares resultados que fueron publicados en un 
Journal of Analytical Toxicology, 2018;1–7 doi: 10.1093/jat/bky076 y 
en un Acta Toxicol. Argent. (2019) 27 (2): 72-80, la higrina y cuscohi-
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grina resultaron ser marcadores satisfactorios para detectar al mascador 
de hojas de coca o bebedor de té de coca. Al ser dos alcaloides más hi-
drosolubles que la cocaína permanecen por más tiempo en el fluido oral, 
negativizándose o no detectándoselos cuando la cocaína y/o la benzoi-
lecgonina están por debajo de los valores cut-off propuestos por las guías 
internacionales para fluido oral con propósitos de screening (15 a 20 ng/
mL) y de confirmación (8 a 10 ng/mL) (SAMHSA 2015; EWDTS 2015; 
Logan y col.2018).
Además, la higrina y cuscohigrina no estuvieron presentes en mues-
tras de fluido oral de consumidores de cocaína.
No se detectó la presencia de tropococaína y anhidroecgonina metil 
éster en los dos voluntarios que consumieron hojas de coca (mascado o 
bebieron té de coca) posiblemente el método empleado no tuvo suficien-



































































































Coca alkaloids profile in oral fluid from people chewing coca leaves and 
drinking coca tea.(RESUMEN TIAFT-BOCA RATON- 2019)
(Rubio N.C; Bermejo-Barrera P; Bermejo A.M; Moreda-Piñeiro A.
Department of Analytical Chemistry, Nutrition and Bromatology, Faculty of Chemistry
University of Santiago de Compostela, S. C. SPAIN
INTRODUCTION: Chewing coca leaves or drinking coca tea (coca use) is a legal acti-
vity in countries as Argentina, and it is therefore necessary a way for distinguishing the legal 
use of coca leaves from illicit cocaine abuse in driving under the influence of drugs and wor-
kplace drug testing. Cuscohygrine (CUS) and hygrine (HYG) have been previously considered 
as markers of coca use.
OBJECT: The aim of the current research has been to know the presence of CUS and 
HYG in oral fluid from coca users (coca leaves chewers and coca tea drinkers) and the relations-
hip of these two alkaloids with cocaine (COC), benzoylecgonine (BE); ecgonine methyl ester 
(EME); cocaethylene (CE); trans-cinnamoylcocaine (trCIN), tropococaine (TRO).
METHOD: Oral fluid samples a coca chewer were collected by spitting after 5 and 30 
min of use, and after 1.0, 2.0, 3.5, 4.5, 6.0, 7.5, 9.5, 13.5, 23 and 26 h. The second volunteer 
drunk a cup of coca tea, and oral fluid was collected after 5 and 30 min, and after 1, 2, 3, 4, 6, 8 
and 24 h. Oral fluid blanks were collected before coca leaves chewing or drinking coca tea (0 
h). Oral fluid samples were analyzed in a LC-MS/MS under previously validated conditions. 
RESULTS: The concentration (ng/mL) peak in the coca chewer volunteer was at 5 and 
30 min:  COC (1768.5-974.1); CUS (3151.1-3339.1); BE (579.8-324.5); EME (1080.1-962.8) 
and trCIN (445.1-396.9); the last quantifiable concentration was at 3.5 hrs. for trCIN (10.8); 9.5 
hrs. for COC (11,4) and EME (33,8); 13.5 hrs. for CUS (52.5), BE (7,6) and HYG (Pos.). TRO 
and CE were negative in all samples.
The concentration (ng/mL) in the coca tea drinker volunteer was at 15 min and 1 h: COC 
(170- 19.1), CUS (59-39.7), BE (17-15.3), EME (8.6 -8.1), trCIN (9.1ng/ml- ND), HYG (Pos.). 
TRO and CE were negative. 
CONCLUSION: Testing CUS and HYG in oral fluid is a promising tool in driving under 
the influence of drugs and workplace drug testing to distinguish among coca users (coca leaves 
chewers and coca tea drinkers). CUS and HYG are also quantified and detected at concentrations 
lower than the cut-off values of 20 ng/mL and 8 ng/mL suggested by COC and BE in oral fluid 
screening and confirmation tests (Logan B. JAT2017). 











6.7 GRUPO E ESTUDIOS REALIZADOS EN PLASMA. 
El plasma/suero nos da una foto instantánea para conocer el estado 
de un individuo. 
Se investigó en un voluntario que mascó hojas de coca (8g) el per-
fil en plasma de los niveles de cocaína, benzoilecgonia y cuscohigrina 
vs tiempo, empleando cromatografía gaseosa con detector de masa (CG-
MS), la extracción se realizó con columnas de fase estacionaria (SPE). 
Además, se tomaron paralelamente muestras de orina para conocer las 
ventanas de eliminación de la benzoilecgonina, medida a través de un 
test de screening por inmunoensayo (COBAS INTEGRA 400) y de co-
caína y cuscohigrina analizadas por CGMS.
Detalles analíticos son descritos en el Capítulo 5, sección 5.3.4.
6.7.1. Ventana de detección en plasma y orina de un mascador 
de hojas de coca de cocaína, benzoilecgonina y cuscohigrina.
Los resultados preliminares fueron presentados en formato poster 
en el congreso TIAFT-2019 de Birmingham. 
El esquema de la toma de muestras de sangre (luego fueron extraí-
das para obtener el plasma) y las concentraciones de cocaína (COC) y 
benzoilecgonina (BEG) se muestran en la Tabla 6-9 y el perfil concen-
tración vs tiempo en la Figura 6-5.
Cocaine, benzoylecgonine and cuscohygrine profile in plasma from 
a volunteer who chews coca leaves. Preliminary study. TIAFT- Birmin-
ham - septiembre 2019.





Tabla 6-9: Esquema de toma de muestras de sangre en un mascador de hojas








Las muestras de orina del voluntario que mascó hojas de coca se 
toman según el esquema mostrado en la Tabla 6-10, en la cual también 
se detallan los resultados obtenidos (datos no publicados).
Detection window of cocaine, benzoylecgonine, and cuscohygrine 
in plasma and urine of a chewer of coca leaves by GCMS and immu-
noassay COBAS 400- Preliminary results. (Trabajo para presentar a 
revisión)
Figura 6-5: Concentración en plasma (ng mL-1) de cocaína (COC)
y benzoilecgonina (BEG) vs tiempo.
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Conclusiones de las Tablas 6-9 y 6-10 y Figura 6-5 correspondien-
tes a un voluntario que mascó 8 gr de hoja de coca correspondiente a 36 
mg de cocaína (según análisis realizado por LCMSMS):
Una ingesta de 36 mg de cocaína es considerada ser una dosis baja 
a mediana.
El perfil de la concentración de cocaína en función del tiempo no 
muestra una pendiente pronunciada (Figura 6-5), alcanzando la concen-
tración máxima a las 2,75 h (105.8 ng/mL), esto podría explicar los 
bajos efectos farmacológicos del mascador de hojas de coca comparado 
con el consumidor de cocaína.
La ventana de detección de la cocaína en plasma fue de 5,5 h mien-
tras que su metabolito la benzoilecgonina se detectó durante más de 24h.
Cuscohigrina no fue detectada en plasma, un punto a seguir inves-
tigando si fue debido a falta de sensibilidad en el método empleado o 
Tabla 6-10 Esquema de toma de muestra de un mascador de hojas de coca (8g)
y los resultados obtenidos por inmunoensayo y cromatografía gaseosa con







bien a interferencias durante el proceso de extracción por SPE.
El screening de cocaína en orina, que detecta su metabolito benzo- 
ilecgonina (cut-off 300 ng/mL), resultó positivo hasta 36 h aproxima-
damente, la confirmación por CGMS detectó cocaína hasta las 8h y 
cuscohigrina fue detectable por más de 40h. No se midió la benzoilec-
gonina en orina porque como fue explicado en el Capítulo 5, sección 
5.3.1.2,  no es extraída con metilterbutil éter.
Estos primeros resultados muestran que la ventana de eliminación 
de la benzoilecgonina y la cuscohigrina es de más de 24 h. para un in-
dividuo que masca 8g de hoja de coca empleando bicarbonato como 
sustancia alcalina. Por otro lado, que la cuscohigrina tenga un tiempo de 
eliminación en orina similar a la benzoilecgonina resulta muy positivo 
para poder diferenciar un mascador de hojas de coca de un consumidor 
de cocaína, aún, cuando han pasado varias horas de finalizado el mas-
cado de hojas de coca.
El desarrollo de un anticuerpo monoclonal específico para cuscohi-
grina (inmunoensayo) sería una forma rápida de diferenciar a un indivi-
duo que hace un uso legal de las hojas de coca de un consumidor de 
cocaína. Sería para el Sistema Judicial Argentino o en los controles la-
borales un camino rápido, con ahorro de tiempo, dinero y los contra-
tiempos de detener a un individuo que alega un uso permitido de la 
cocaína.
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Cocaine, benzoylecgonine and cuscohygrine profile in plasma from a volun-
teer who chewing coca leaves. Preliminar study. (RESUMEN TIAFT BIRMIN-
GHAM 2019)
Rubio N.C.1,2; Moreda-Piñeiro A.2; Álvarez-Freire I. 3; Bermejo-Barrera P.2; Tabernero 
M.J. 3; Bermejo A.M.3
1 Toxicology Laboratory. Patagonia. Argentina.
2 Department of Analytical Chemistry, Nutrition and Bromatology, Faculty of Chemistry University 
of Santiago de Compostela, Santiago de Compostela Spain.
3 Instituto de Ciencias Forenses “Luís Concheiro” (INCIFOR Forensic Toxicology Service, Forensic 
Sciences Institute, Medicine School, University of Santiago de Compostela, C/ San Francisco s/n, 15782, 
Santiago de Compostela, Spain.
INTRODUCTION/AIM: oral use of cocaine (coca leaves chewing) is not the most com-
mon way of cocaine consumption; however, this practice is widespread in some South American 
countries such as Argentina, Bolivia, and Perú. Coca leaves are chewed (either alone or with 
alkaline substances as sodium bicarbonate or ashes) or they are brewed (coca tea) or used for 
preparing cookies, candies, liquors, etc. The aim of this preliminary study has been the assess-
ment of concentration-time profiles in plasma for cocaine (COC), benzoylecgonine (BE), and 
cuscohygrine (CUS) after coca leaves chewing (a volunteer who chewed 8 g of coca leaves). 
Literature regarding the metabolic profile and pharmacokinetics of oral cocaine is scarce, al-
though CUS has been proposed as a marker of coca leaves chewing in urine, hair and oral fluid. 
The current study is the first one that tries to characterize the bioavailability of CUS in plasma 
and offers new data on the metabolic profile of COC and BE when consuming oral cocaine 
(coca leaves chewing).
METHOD: A healthy volunteer chewed 8 g of fresh coca leaves together with an alkali-
ne substance (sodium bicarbonate) for approximately 3 h (corresponding to 36 mg of cocaine). 
An intravenous catheter was inserted into the antecubital vein for blood collection. A blood blank 
sample was taken at the beginning of the experiment (- 0.15 h). Coca leaves were then placed 
in the mouth at time 0 h, and blood samples were collected at 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 2.25, 
2.75, 3.25, 4.0, 4.5, 5.5, 6,25, 8.0, 10, 12, 14, and 24 h. Blood (4 mL) was collected into 5 mL 
heparinized vacutainers containing 2% (w/v) sodium fluoride. Plasma was separated by centri-
fugation and immediately frozen at −20°C until analysis. Plasma samples were analyzed for 
COC, BE and CUS by a previously validated method implying SPE and GCMS (BSTFA with 
1% TMCS as a derivatizing reagent). The MS was operated in the selected ion monitoring mo-







COC, BE, and CUS).
RESULTS: 
DISCUSION: The concentration-time profile for COC shows that the concentration of 
COC is gradually increased and it reaches a peak at a time near 3.0 h. This profile seems different 
than those obtained when cocaine is administrated by intravenous, nasal or smoking via. COC 
has a detection window shorter than BE. BE is the major metabolite of the COC in plasma, and 
it is formed by hydrolysis in the mouth from COC due to the presence of alkaline substances 
during the chewing and also during extraction process. The detection time of BE is more than 
24 h in plasma. CUS was not detected in any plasma samples (LOD is 10 ng/mL). CUS is pro-
bably less absorbed than COC from the oral cavity at alkaline pHs (CUS has different chemical 
properties such as pKb and octanol partition than COC).
CONCLUSION: This preliminary study involves only one volunteer and definitive con-
clusions are therefore limited. The pattern of the use of coca leaves is variable (several times a 
day, or per week, or per month). In addition, people can chew coca leaves with or without 
alkaline substances which modifies oral fluid pH and hence the alkaloids absorption. The con-
centration- time profile could be therefore different in people with a chronic use of coca leaves.
Probably, the gradual COC releasing in plasma does not allow reaching a high concentra-
tion in plasma and it would justify the non-occurrence of adverse effects of cocaine in people 
who chewing coca leaves. More research is needed for establishing a more precise concentra-
tion-time profile in plasma.
The assessment of CUS in plasma samples need a more sensitive method, thus, our GCMS 
method for CUS detection in plasma is unable to do the discrimination between the legal or 
illegal use of COC in countries as Argentina, Bolivia or Perú.








(TRABAJO PARA SER ENVIADO A REVISION)
Detection window of cocaine, benzoylecgonine, and cuscohygrine in plasma 
and urine of a chewer of coca leaves by GCMS and immunoassay COBAS 400- 
Preliminary results.
Rubio N.C.1,2,3; Moreda-Piñeiro A.2; Álvarez-Freire I. 3; Cabarcos P. 3; Berme-
jo-Barrera P.2; Tabernero-Duque M.J. 3; Bermejo A.M.3.
1 Toxicology Laboratory. Patagonia. Argentina.
2 Department of Analytical Chemistry, Nutrition and Bromatology, Faculty of Chemistry 
University of Santiago de Compostela, Santiago de Compostela Spain.
3 Instituto de Ciencias Forenses “Luís Concheiro” (INCIFOR Forensic Toxicology Servi-
ce, Forensic Sciences Institute, Medicine School, University of Santiago de Compostela, San-
tiago de Compostela, Spain.
1. Introduction
Chewing coca leaves and drinking coca tea are legal practices in some South 
American countries such as Peru, Bolivia and Argentina. Chewing coca leaves is a 
highly controversial habit since scientific community has not agreed on whether it is 
potentially dangerous or not. Argentina has a Federal Law 23737 mod. 26052, art.15 
[1] that allows chewing coca leaves or dinking coca tea. In recent years, the increase 
in workplace drugs testing and traffic controls has led to the need for differentiating 
the legal use of cocaine (chewing coca leaves and drinking coca tea) and the illegal 
use (snorted, intravenous or smoked cocaine). Currently, there are already claims at 
the Judicial level in Argentina for positive results of cocaine in urine due to a legally 
accepted practice. 
Recently, two constituent alkaloids of coca leaf: hygrine (HYG) and cuscohygri-
ne (CUS) and secondarily cinnamoylcocaine (CIN) have been proposed as markers of 
consumption of coca leaves in urine, hair and oral fluid [2-4]. Legal investigation in 
the Court requires to know the time during which a urine analysis is positive to cocai-
ne in coca leaf chewers. The screening of cocaine in workplace drug testing and traffic 
control for urine analysis uses immunoassays based on antibodies specific to benzo-
ylecgonine (BEG) recognition, and a positive result must be further confirmed by mass 
spectrometric techniques such as gas chromatography-mass spectrometry (CG-MS) 
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and liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). There are not 
immunoassays based on specific antibodies for HYG, CUS, and CIN, and these targets 
must be confirmed by GC-MS or LC-MS/MS when immunoassay results are positive 
for cocaine (benzoylecgonine).
There is wide literature stablishing the profile of plasma cocaine (COC) and its 
metabolites such as BEG, methylecgonine (MEG), norcocaine (NC) and cocaethylene 
(CE) in controlled trials with volunteers who consume certain doses of COC by seve-
ral routes, oral consumption included [5-8]. However, there is scarce literature regar-
ding COC and main metabolites (BEG and MEG) in chewers of coca leaves [9-11].
2. Objectives
The aims of this work have been: 
1) The assessment of the profile of COC, BEG and CUS in plasma from a volun-
teer who chewed coca leave, showing the ability of the proposed method for detecting 
CUS. 2) The establishment of the detection window for COC, BEG and CUS in urine 
after chewing coca leaves by immunoassay and GC-MS.
3. Material and Methods
3.1 Standards, chemicals, and materials 
Standard solutions were prepared from COC and BEG stock standards (1000 μg/
mL dissolved in acetonitrile) supplied by Cerilliant (Round Rock, TX, USA). Deute-
rated analogue stock standard solutions were prepared from cocaine-d3 (COC-d3) and 
benzoylecgonine-d3 (BEG-d3) in acetonitrile (100 μg mL-1), also from Cerilliant. CUS 
(10 mg) was from Toronto Research Chemicals Inc. (North York, ON, Canada).
Acetonitrile, methanol, and 2-propanol (LC-MS grade) were from Riedel-de Haën 
(Seelze, Germany); ammonium hydroxide, acetic acid, tert-butyl methyl ether (TBME), 
and formic acid (98%) was purchased from Panreac (Barcelona, Spain); N, O-bis 
(Trimethylsilyl)trifluoroacetamide with Trimethylchlorosilane (BSTFA and TMCS) 
was from Merck (Darmstadt, Germany); and  ammonium formate (99%) was from 
Fluka (Steinheim, Germany). Ultrapure water 18 MΩ cm of resistivity was obtained 
from a water purification device from Millipore Co. (Bedford, MA, USA). Cellulose 
acetate syringe filters (0.20 μm) were from Labbox Labware S.L. (Barcelona, Spain). 
Strata™ -X 33 (SPE) was obtained from Phenomenex (Torrance, CA, USA).
3.2 Instrumentation 








An Agilent 6890A gas chromatograph (Santa Clara, CA, USA) equipped with an 
Agilent 5973 N mass spectrometer, and an Agilent HP-5MS capillary column 30 m × 
250 μm i.d. internally coated with 5%-(phenyl) methylpolisiloxane (0.35 μm thick 
film) were used for GC-MS analysis. The injector port of the gas chromatograph was 
maintained at 250 °C and operated in splitless mode for 2 min, and then purged for 2 
min. Helium was used as a carrier gas at a flow rate of 1.0 mL min-1. Oven tempera-
ture started at 90 °C for 1 min, then temperature is increased at 35 °C/min ratio up to 
200 °C, and then again at 15 °C/min up to 275 °C. Finally, oven temperature is main-
tained constant at 275 °C for 10 min. The injection volume was 2 μL. The mass spec-
trometer was kept at 320 °C, the ion source at 230 °C, and the quadrupole at 150 °C. 
The mass analyser was operated by electron impact ionization (EI, 70 eV) and SIM 
acquisition mode (selected ion-monitoring). The monitored ions were COC: (182), 
303, 198; COC-D3: (185), 306, 201; BEG: (82), 240; BEG-D3: 85, 243; CUS (84), 
140, 209 (quantitation ions are highlighted in brackets and bold, other ions were used 
a qualifier ions). Targets identification by using the retention time was considered 
positive when retention times varied ± 2% regarding the reference sample. Each diag-
nostic ion should form a chromatographic peak with a height that is at least three times 
the background (signal-to-noise-ratio ≥3:1). Full SCAN acquisition mode was used 
for urine samples analysis.
3.2.2 LC-MS/MS equipment
A 3200 Q TRAP LC-MS/MS system (ABSciex, Concord, Canada), equipped 
with a Flexar FX-15 UHPLC binary chromatographic pump (Perkin Elmer, Waltham, 
MA, USA), and a Flexar UHPLC autosampler (Perkin Elmer) were used for LC-MS/
MS measurements. Analyst 1.6 software (ABSciex) was used for system control and 
data acquisition; whereas, MultiQuant 2.1 software (ABSciex) was used for data pro-
cessing. Separations were performed with an Infinity LabPoroshell 120 Hilic (2.7 μm, 
2.10 × 100 mm) from Agilent. The column was temperature-controlled with a GECKO 
2000 column heater from Amchro GmbH (Hattersheim, Germany). Chromatographic 
separation (20 min) was performed at 40 °C under gradient elution using 20 mM am-
monium formate in ultrapure water (pH 4.2) as a mobile phase A, and 4:1 acetonitrile/
methanol as a mobile phase B. At least two precursor ion→product ion transitions 
were monitored for each analyte (COC and COC-d3) for guaranteeing the specificity 
(the presence of an analyte was confirmed when all qualifier MRM transitions were 
identified in each chromatographic run). Optimized ion source parameters (positive 
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ionization) were set at 400 °C for temperature, 5000 V for voltage, 20 for curtain gas, 
HIGH for collision gas, 20 for ion for source gas 1, and 15 for ion for source gas 2. 
Table 1 shows MS/MS data and retention times.
3.2.3. Roche COBAS INTEGRA 400 plus 
An automated immunoassay analyzer COBAS INTEGRA 400 was used for scree-
ning cocaine in urine samples. Cocaine immunoassays were designed to detect benzo-
ylecgonine at concentrations equal or higher than 300 ng mL-1.
3.3 Volunteers
The volunteer was an adult female subject, in good health, who did not report 
having a history of drug use, suffering from illnesses or consuming medication. The 
study was carried out in a health centre with the volunteer monitored throughout the 
process. Signed informed consent was given before participation in the study. 
3.3.1 Collection of plasma samples and extraction
Before starting the study and in order to have peripheral venous access available 
throughout the study, an intravenous catheter was placed in the volunteer’s left forearm 
with a three-way stopcock and the first blood sample considered a blank sample was 
collected (t: - 0.15 h). Then the participant introduced 8 g of coca leaves in the mouth 
between cheek and jaw (t: 0 h) for approximately 15 minutes forming the “acullico” 
(coca leaf ball that is chewed to extract its stimulating substances). Chewing was per-
formed for 3 h and sodium bicarbonate (alkaline substance) was added to the “acullico” 
now and then. Blood was sampled at 0 h (introduction of coca leaves in the mouth), 
and then at 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 2.25, 2.75, 3.25, 4.0, 4.5, 5.5, 6.25, 10, 12, 
14 and 24 h (Table 2). Whole blood (4 mL) was collected in heparinized Vacutainer® 
tubes with 2% (w/v) sodium fluoride. Plasma was removed by centrifugation and 
immediately frozen at -20 °C until analysis.
3.3.2 Collection of urine samples.
The first urine sample considered as a blank sample was collected at t: -0.20 h; 
then, urine samples were taken at   0 h (beginning of the introduction of the coca leaves 
in the mouth),  0.5, 1, 4, 8, 12, 16, 24, 30, 36, and 40 h. (Table 3). The samples were 
kept at −20 °C in plastic tubes, adding 200 μL of 1 N HCl (pH close to 5) and 1%(w/v) 
sodium fluoride. 
3.4. Cocaine concentration of the coca leaves used in the study.
Coca leaves (1 g) were cut into small fragments and two aliquots (50 mg each 







acetonitrile/2mM ammonium formate under mechanical stirring at 40 ºC for 24 h. 
Extracts were then 1 to 100 diluted (100 µL + 100 µL COC-D3 (1 µg mL-1) + 9.8 mL 
of 5:95 20 mM ammonium formate/acetonitrile) before 0.22 µm filtration and LC-MS/
MS analysis (injection volume of 10 µL) under optimized conditions [3].
Determinations were performed using a COC calibration curve between 10 to 
800 ng mL-1 prepared in duplicate and using COC-d3 as a deuterated internal standard. 
3.5. Analysis of plasma samples
Plasma sample, calibrators, and controls were analyzed by a validated CG-MS 
method used for the routine determination of COC and BEG in plasma, which has been 
update and validated for CUS determination in this study. Samples were subjected to 
a solid phase extraction procedure (SPE) using Strata™-X 33 µm Polymeric Sorbent 
columns consisting of reverse stationary phases chemically modified with styrene di-
vinylbenzene. The columns were first conditioned by sequentially passing 2 mL of 
methanol and 2 mL of water before sample loading (1 mL of plasma + 25 µL of COC-
d3 and BEG-d3 (2 µg/mL) + 1 mL of borate buffer pH 9.2). The column was then 
washed with 2 mL of 5% methanol in water, followed by 2 mL of 20:80 2 %(w/v) 
ammonium hydroxide/water. The column was then dried in vacuo for 20 min and fi-
nally the analytes were eluted from the column with 2 mL of 2 %(v/v) acetic acid in 
methanol. The eluate was evaporated to dryness under nitrogen stream, and the extract 
was derivatized with 40 µL of 99:1 BSTFA-TMCS. The vials were sealed and left at 
100 °C for 20 min, and 2 µL were used for GC-MS analysis.
Calibration curves were obtained in plasma blank samples (drug free) at concen-
trations within the 20-400 ng mL-1 range for COC, BEG and CUS, and using COC-d3 
and BEG-d3 as internal standards (R2 were higher than 0.99 for all cases). The limit 
of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ) were established when the 
signal/noise ratio was higher than 3 and 10, respectively, and values of LOD of 10 ng 
mL-1 for the three analytes, and LOQ of 20 ng mL-1 for the three targets were obtained. 
Control samples containing all analytes at concentrations of 50 and 200 ng mL-1 we-
re processed in duplicate and run with each sample set, and repeatability of measure-
ments were found to be lower than 20%. CUS recovery was 75% and no interfering 
compounds were found when ten blank plasma samples were analysed. 
3.6 Analysis of urine samples
3.6.1. Sample preparation for immunoassay
Immunoassay qualitative analysis was performed under manufacturer’s recom-
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mendations as follows: 200 µL of urine were placed in the cuvette and it was directly 
introduced in the equipment. After a few minutes the COBAS provides qualitative 
information which implies a positive result when the concentration is higher than 300 
ng mL-1.
3.6.2. Sample preparation for GCMS
Urine samples were pre-treated by a liquid-liquid extraction (LLE) procedure 
reported elsewhere [12]. The LLE procedure implies 3 mL of urine adjusted at pH 9 
by using a 1.7 g of sodium carbonate/sodium hydrogen carbonate (1:8) buffer and 3 
mL of tert-butyl methyl ether as an organic extractant. After extraction, the organic 
layer was separated and evaporated under a gentle nitrogen stream, and the extract was 
reconstituted in 40 μL of methanol for GC-MS analysis (injection volume of 2 μL). 
The method has been validated in previous work, showing a LOD of 50 ng mL-1 for 
COC and 200 ng/mL for CUS [12].
4. RESULTS
Cocaine was detected in plasma after 1 h from the beginning of coca leaves 
chewing (Table 2) at a concentration of 15 ng mL-1 (lower than the LOQ). The peak 
plasma concentration occurred at 2.75 h with a concentration of 105.8 ng mL-1 and 
the last concentration was found to be 14.8 ng mL-1 (lower than the LOQ) after 5.5 h. 
At the same time as COC, BEG was detected in plasma at a concentration of 22.1 ng 
mL-1 and remained positive until the last sample (after 24 h) with a value of 126.5 ng 
mL-1. The peak plasma concentration for BEG occurred at 3.25 h with a concentration 
of 811.4 ng mL-1. CUS was not detected in any of the analyzed plasma samples.
Results from urine samples analysis are shown in Table 3. The urine samples 
were monitored by immunoassay and GC-MS between -0.20 h to 40 h. The immunoas-
say COBAS 400 to benzoylecgonine (cut-off =300 ng mL-1) was positive in urine 
samples collected between 1 h to 36 h after the beginning of coca leaves chewing; 
whereas, cocaine and cuscohygrine were detected in urine with GCMS until 8h and 
40h respectively, after the beginning of the experiment. The LLE method was not able 
to extract BEG [12] and results for this metabolite were not available.
Regarding coca leaves, the cocaine amount was 36 mg in the 8 gr of coca leaves.
5. DISCUSSION 
Literature regarding plasma concentration of COC and metabolites, and other 
alkaloids from people who chewers coca leaves is scarce. The few data mentioned in 







leaves and from volunteers who consume cocaine in capsules via oral ingestion.
Holmestedt et al. [9] have reported data from six volunteers whose consumed 
whole coca leaves and powdered coca leaves (plus an alkaline substance) with COC 
doses within the 15-50 mg range. The cocaine peak plasma levels were observed at 
150 ng mL-1 for 4.4 g of leaves. and 140 ng mL-1 for 20 g powdered leaves. The peak 
plasma concentration occurred between 0.4 and 1.2 h for volunteers using powdered 
leaves and near 2 h for volunteers whose consumed whole coca leaves.
Paly et al. [10] carried out a study with thirty-eight men from the Andean zone 
of Peru with the habit of chewing coca leaves. Plasma COC concentrations after 
chewing 10 g of coca leaves reached a range of 50 to 90 ng mL-1, levels that were 
higher (from 150 to 450 ng mL-1) when chewing 15 g of coca leaves. The ingestion 
of the equivalent 25-150 mg of cocaine led to COC levels between 75 and 300 ng mL-
1, values that are similar than those found in people who consume orally or intranasa-
lly moderate doses of cocaine crystals. The study also included a case of a participant 
who chewed 50 g of coca leaves, experiment which revealed a maximum plasma COC 
concentration of 850 ng mL-1.
The assessment of cocaine metabolites such as BEG, were not considered in the 
assays developed by Holmestedt et al. [9] and Paly et al. [10]. 
Rerat et al. [11] determined the amount of plasma COC and BEG from twenty-fi-
ve male volunteers (Aymara Indians from the Bolivian Andes). A group of participants 
chewed coca leaves (amounts from 3 to 77 g), and plasma was collected after 45 min, 
and a second group did no chew coca leaves and the plasma was sampled after 20 min 
(respect to the beginning time of the group who chewed coca leaves). Plasma COC 
concentrations before the experiment were between 28 and 289 ng mL-1 (average COC 
of 98±75 ng mL-1 and average BEG concentrations of 219±197 ng mL-1). After the 
experiment, COC levels ranged from 30 to 211 ng mL-1 (average of 86±54 ng mL-1), 
and an average BEG concentration of 414±234 ng mL-1. The authors did not find 
correlation between plasma COC and BEG and the amount of coca leaves chewed.
Previous cocaine pharmacokinetic studies have shown that COC is well absorbed 
by the gastrointestinal tract when administered orally in capsules, being detectable in 
plasma after 30 min, and reaching a concentration peak near 60 min (209 ng mL-1). 
The total dose ranged from 115 to 246 mg [13,14].
Coe et al. [8] reported maximum concentrations (Cmax) between 45.1 to 201 ng 
mL-1 with maximum times (Tmax) between 0.8 and 2 h when 100 mg of cocaine is 
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oral (capsules) administered (experiment performed with fourteen volunteers). The 
graph of oral cocaine administration concentration vs. time shows a shift to the right 
and down respect to the profile obtained when intravenous administration is used [8]. 
Absorption kinetics of COC and the increase rate of plasma COC concentration were 
found to be dependent on the administration route (intranasal, intravenous, oral, by 
smoking), which is related to the quality and intensity of the psychotropic effects of 
cocaine. The onset of the effect for oral consumption begins at 30 min, while if the 
consumption is intravenous, smoked or snorted, this onset is almost instantaneous. 
Cocaine reaches the blood after passing through the oral mucosa or after being 
absorbed in the gastrointestinal tract. The use of alkaline substances during chewing 
would improve COC absorption, but COC could be hydrolysed to BEG under alkaline 
conditions and COC bioavailability can therefore decrease. Rivier et al. [15] reported 
that cocaine hydrolysis did not exceed 17% after 1 h at 37 ºC in alkaline medium, but 
the magnitude of these events has not been studied. 
The concentration profile after experiments with a single volunteer and after a 
single coca leaves chewing session is not a characteristic pattern because a single 
chewing is not a real situation. Therefore, few conclusions can be reached in this pre-
liminary study. The practice of chewing coca leaves is a custom in northern Argentina, 
and it consists of a daily use of coca leaves with a frequency of one to several times a 
day, seven days a week.
In our experiment, the Cmax and the detection window were 105.8 ng mL-1 and 
5.5 h for COC, and 811.4 ng mL-1 and >24 h for BEG, values that agree to the publi-
shed literature [9-11]. Some authors have reported plasma COC detection time around 
30 min [5,6,8], while we have a larger detection time (close to 1 h). The difference 
must be explained taking into account the higher limit of detection of the proposed 
analytical method (1 ng mL-1 vs 10 ng mL-1). The Tmax close to 3 h could be due to 
the fact that chewing coca leaves implies a sustained alkaloids absorption over time, 
quite different to the intermittent street administration (Graphic 1). The time required 
for reaching the plasma COC concentration peak value in coca leaves chewers is slower 
than those reported when cocaine is smoked or injected (observed COC concentration 
changes are more abrupt). Van Dyke et al. [12] suggested that quality and intensity of 
cocaine’s psychotropic effects may be related to the rate of change of COC plasma 
concentration rather than to the absolute COC level.







cocaine. This means a low to medium doses of cocaine.
Plasma CUS was not detected in our study, the applied method needs to be im-
proved. COC is more lipophilic than CUS (Log octanol/water values of 2.6 and 0.722 
for COC and CUS, respectively) [16], and under alkaline conditions (coca leaves 
chewing) COC is uncharged and can easily cross the oral mucosa membrane and can 
diffuse through it according to the concentration gradient; whereas, CUS will remains 
more in the oral fluid (aqueous medium) [3].
Urine from coca leaves chewers showed positive immunoassay results for COC 
at least for 36 h, although inter-individual differences, kidney function, amount of 
coca leaves, chewing frequency, etc. can modify this value. Cocaine drug abuse scree-
ning in urine has a focus on the detection of BEG because the BEG biological half-li-
fe is longer than COC (5-8 h vs 1 h). The presence of COC and CUS was confirmed 
in urine samples by GC-MS with a detection window of 8 and 40 h, respectively. 
Previous work [17,18] have reported that CUS has a similar time of elimination in 
urine than BEG (more than 72 h, results obtained by LC-MS/MS from a volunteer who 
chewed 5 g of coca leaves). 
6. CONCLUSION
Chewing coca leaves remains a controversial issue from the point of view of 
health, regional economy and the political situation of each country. Argentina has 
allowed the consumption of coca leaves (chewing or coca tea) and the toxicology la-
boratory must therefore give a solution to make the differentiation to legal vs illegal 
uses.
Our volunteer chewed coca leaves equivalent to 36 mg of cocaine which means 
a medium to low dose of COC. The COC profile in plasma (Graphic 1) has not shown 
an abrupt slop to reach the Tmax. (2.7 h) as reported for experiments involving intra-
venous administration and smoking. This would explain the lower pharmacological 
effects in coca leaves chewers than those observed in other cocaine abusers. The de-
tection window of COC in plasma was short (5.5 h) but BEG can be detected in plas-
ma for more than 1 day.
Cuscohygrine was not detected in the analysed plasma samples. It has not been 
possible to find an explanation for this since the used method showed a relatively good 
analytical recovery (71%) and the LOD was quite low (10 ng mL-1). Because of the 
detection window of CUS and BEG in urine was found to be similar, CUS behaviour 
is expected to be similar to other cocaine metabolites although this marker was not 
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detected in plasma under the experimental analytical conditions used in the current 
research. In addition, CUS is an alkaloid in a high percentage in the coca leaves. The-
refore, conclusions regarding plasma CUS levels after controlled coca leaves chewing 
cannot be fully addressed, and there are several still unknown issues that must be 
studied such as CUS stability in plasma and the existence of interferences. In addition, 
the expected low plasma CUS concentrations require analytical method showing very 
low LODs.
The detection window for COC screening in urine (close to 36 h) is important 
regarding workplace drug testing or traffic control, because COC screening can be 
positive in urine test even 36 h after stopping coca leaves chewing. Our study shows 
that CUS has a similar detection window in urine than BEG which means that a posi-
tive screening result for COC could be also positive for CUS.
This information is relevant regarding the importance of developing a highly 
specific monoclonal antibody directed toward CUS (immunoassay). Specific CUS 
screening in urine would allow the differentiation between legal use of coca leaves and 
illegal use of cocaine, which would help the Argentine Judicial System and workplace 
drug testing (saving time and cost). In addition, these new tests/analytical methods 
could provide a quick solution to many Court cases that cannot be answered/solved 
because of lack of scientific evidences.
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«La ciencia nunca resuelve un problema
sin crear otros 10 más».
“Science never solves a problem
without creating 10 more.”
George Bernard Shaw.
7.
Como escribí al inicio de esta tesis, entregar el trabajo final no es 
terminar la investigación sino haber culminado con una etapa. Como 
dice Shaw G.B. (dramaturgo, crítico y polemista irlandés): «La ciencia 
nunca resuelve un problema sin crear otros 10 más».
Es imposible adentrarse en el mundo del conocimiento y no darnos 
cuenta de que desconocemos mucho más de lo que creíamos saber. 
Pudimos resolver algunas dudas, pero hemos encontrado muchas 
otras y seguramente al interesado en este tema se le ocurrirán otras tan-
tas, contrariamente a sentirnos desanimados es una invitación a continuar 
trabajando.
As I wrote at the beginning of this thesis, to deliver the final work is not 
to finish the investigation but to have finished with a stage. As George Bernhard 
Shaw (Irish playwright, critic and polemicist) wrote: “Science never solves a 
problem without creating 10 more.”
It is impossible to enter the world of knowledge and not realize that we 
do not know much more than we thought we knew.
We were able to resolve some doubts, but we have found many others and 
surely, the person interested in this topic will think of many others. However, 
contrary to feeling discouraged, it is an invitation to continue working.
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7-1 AVANCES (7-1 PROGRESS)
1. Iniciamos esta investigación tratando de dilucidar cómo discernir 
si el resultado positivo a cocaína en una muestra de orina se debía a un 
consumo legal, como el mascado de hojas de coca o beber té de coca 
que es una práctica aceptada en algunos países de Latinoamérica, o a un 
consumo ilegal. Respondimos a nuestro objetivo inicial: hallamos dos 
alcaloides de las hojas de coca HIGRINA Y CUSCOHIGRINA, que 
resultaron hábiles para poder determinar si un individuo ha consu-
mido hojas de coca sea porque las ha mascado o bebido té de coca y 
que no se encuentran o son no detectables en quienes consumen 
ilegalmente cocaína. 
We started this investigation trying to elucidate how to discern whether a 
positive result for cocaine in a urine sample was due to legal consumption, such 
as chewing coca leaves or drinking coca tea, which is an accepted practice in 
some Latin American countries, or illegal consumption of manufactured co-
caine. As a solution of our initial objective, we found two alkaloids of the 
coca leaves HYGRINE and CUSCOHYGRINE, which were detected if an 
individual had consumed coca leaves either by chewing or by drinking coca 
tea, and which are not detectable in those who used illegal cocaine preparations.
2. Encontramos que otras matrices de uso en forense o laboral y 
también en doping resultaron útiles como el fluido oral (para detectar 
consumos recientes) o el análisis de pelo para determinar un consumo 
crónico en mascadores de hojas de coca frecuentes. 
We found that other matrices which are frequently tested in forensic or 
work place drug testing and also in doping control were useful in the same 
context: oral fluid (to detect recent consumption) or hair analysis to determine 
chronic consumption in frequent coca leaf chewers.
3. Los estudios de investigación se realizaron sobre varias matrices 
y empleando técnicas de separación y tecnología variada lo que nos ha 
permitido ir confirmando los resultados y llegar a comprobar la utilidad 
de los alcaloides: higrina y cuscohigrina. 
The studies were carried out on coca leaves, urine, saliva and hair by using 
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chromatographic separation techniques in combination with mass spectrometric 
technology, which has allowed to confirm the results and to verify the useful-
ness of the alkaloids: hygrine and cuscohygrine as markers for use of unpro-
cessed coca leaves.
4. Mostramos en una investigación de producción ilegal de cocaína 
a partir de hojas de coca, que la higirna y cuscohigrina no son detectadas 
o solo en cantidades trazas. Esto explica su ausencia en la cocaína ilegal 
y su utilidad como marcador específico de mascado de hojas de coca y 
de té de coca.
We could show in an investigation of the illegal cocaine production that 
the coca alkaloids hygrine and cuscohygrine are not or only in traces extracted 
during the ligroin processing of coca leaves. This explains their absence in 
illegal cocaine and their usefulness as specific markers of coca chewing and 
coca tea drinking.     
5. El pelo sería una matriz útil para determinar el uso legal de hojas 
de coca en mascadores de hoja de coca frecuentes aún en los consumi-
dores de “PACO”, (fumadores de pasta base de muy baja calidad).
Hair appeared to be a useful matrix to determine the exclusive legal use 
of coca leaves in frequent coca leaf chewers, even to differentiate from “PACO” 
consumers (very low-quality base paste smokers).
6. La higrina y cuscohigrina son constituyentes de la hoja de coca 
y no son potenciales causantes de contaminación externa del pelo como 
la cocaína, por lo que sus resultados positivos en esta matriz excluirían 
esta posibilidad.
Hygrine and cuscohygrine are constituents of the coca leaf and are not 
potential causes of external contamination of the hair such as cocaine, there-
fore, false positive results of these alkaloids from external contamination in 
this matrix are excluded.
7. La ventana de detección en orina y fluido oral de la higrina y 
cuscohigrina es mayor que la de la cocaína y similar a la de la benzoi-
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lecgonina, lo que sigue haciendo a la higrina y cuscohigrina muy ven-
tajosas para poder determinar, en cualquier momento en que un ensayo 
de screening resulte positivo para cocaína, si el individuo analizado ha 
mascado o bebido té de coca.
The detection window in urine and oral fluid of hygrine and cuscohygrine 
is longer than that of cocaine and similar to that of benzoylecgonine. This has 
the advantage that hygrine and cuscohygrine can be determined at any time as 
long as a screening test for cocaine is positive, if the analyzed individual has 
chewed coca leaves or drank coca tea.
8. Otro alcaloide de la hoja de coca la cinamoilcocaína, ayuda a 
hacer el diagnóstico de consumo de hojas, sin ser específico, porque 
puede acompañar a la cocaína en algunas muestras de secuestro o alijos 
como contaminante. En el proceso de elaboración clandestina del clor-
hidrato de cocaína puede la cinamoilcocaína no ser eliminada. La cina-
moilcocaína se sintetiza a partir del núcleo del tropano como la cocaína. 
Another alkaloid of the coca leaf, cinnamoylcocaine, the supports the 
diagnosis of leaf consumption, without being specific, because it can accom-
pany cocaine as a contaminant. In the clandestine production process of cocai-
ne hydrochloride, cinnamoylcocaine may not be removed. 
9. Que el hallazgo de nuestros dos alcaloides marcadores de con-
sumo de hoja de coca HIGRINA Y CUSCOHIGRINA y CINAMOIL-
COCAÍNA (como marcador secundario), son efectivos para determinar 
que una persona ha consumido hojas de coca y que esto puede hacerse 
extensivo a otras poblaciones no solo de Argentina sino también de 
Perú, Bolivia o Chile porque a pesar del gran número de especies del 
género Erythroxylum, aproximadamente 230, muchas de las cuales están 
aún en estudio, podemos decir que a la luz de los conocimientos actua-
les solo dos especies: la Erythroxylum coca (var. coca e ipadu) y la 
Erythroxylum novogranatense (var. novogranatense y truxillense), son 
las empleadas ancestralmente y para su utilización en el mascado o pre-
paración de productos como té, licores, cereales, dulces etc. (cocaína de 
uso lícito) y que son también de donde se obtiene toda la cocaína ilícita 
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que ingresa a los mercados mundiales. Que estas dos especies de 
Erythroxylum: coca y novogranatense con sus variedades tienen los más 
altos contenidos de cocaína en sus hojas y que la higrina, cuscohigrina 
y cinamoilcocaína son alcaloides que la acompañan en porcentajes si-
milares. Los fundamentos de esta afirmación son dados en el Capítulo 3 
y 4.
The use of the two alkaloid markers of coca leaf consumption HYGRINE 
AND CUSCOHYGRINE as well as CINNAMOYLCOCAINE (a secondary 
marker), can be extended to other populations not only from Argentina but 
also from Peru, Bolivia or Chile. Despite the large number of approximately 
230 species of the genus Erythroxylum, in light of current knowledge only two 
species: the Erythroxylum coca (var. coca and ipadu) and Erythroxylum novo-
granatense (var. novogranatense and truxillense), are in practical use. This 
concerns ancient use, use in chewing or preparing licit products such as tea, 
liqueurs, cereals, sweets, etc. as well as all illicit cocaine that enters world 
markets. These two species of Erythroxylum: coca and novogranatense with 
their varieties have the highest cocaine content in their leaves and contain the 
accompanying alkaloids hygrine, cuscohygrine and cinnamoylcocaine in simi-
lar percentages in different South American countries. The basis of this affir-
mation is given in Chapters 3 and 4.
10. Que el agregado de una sustancia alcalina durante el mascado 
de hojas de coca (bicarbonato o yista) aumentarían la eficiencia de ex-
tracción de los alcaloides de las hojas de coca y la absorción a través de 
la mucosa oral se vería favorecida por el estado no ionizado de estos 
compuestos. Esto quedó demostrado en los análisis de orina y pelo de 
mascadores de hojas de coca frecuentes. 
The addition of an alkaline substance during the chewing of coca leaves 
(bicarbonate or yista) increases the efficiency of extraction of the alkaloids 
from the leaves and the absorption by the oral mucosa since it favors the non-io-
nized state of these compounds. This was demonstrated by higher alkaloid 
concentrations in urine and hair of frequent coca leaf chewers.
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7-2 DIFICULTADES (7-2 DIFFICULTIES)
1. La presencia de higrina y cuscohigrina más cinamoilcocaína en 
orina, pelo y fluido oral nos permitiría asegurar que la persona ha mas-
cado hojas de coca o bebido té de coca, pero no podemos asegurar que 
también consuma ilegalmente cocaína. 
The presence of hygrine and cuscohygrine plus cinnamoylcocaine in uri-
ne, hair and oral fluid would allow us to ensure that the person has chewed 
coca leaves or drunk coca tea, but we cannot exclude that they also consumed 
illicit cocaine.
2. El pelo no sería útil para diagnosticar que una persona masca 
hojas de coca o bebe té de coca en forma esporádica, las concentraciones 
de los marcadores higrina y cuscohigrina no son detectables o están en 
concentraciones muy bajas difíciles de diferenciar del consumidor ilegal 
de cocaína. 
Hair is not suitable to diagnose sporadic chewing of coca leaves or drin-
king coca tea, since in such cases hygrine and cuscohygrine in hair are not 
detectable or are in too low concentrations, for differentiation from illegal 
cocaine users.
3. Los mascadores de hoja de coca dan positivo al marcador de 
fumado de cocaína, anhidroecgonina metiléster (AEME). Por lo tanto, 
la utilidad de este marcador para la exclusión del consumo de pasta de 
coca además del consumo tradicional de hojas de coca es cuestionable 
y debería investigarse más a fondo. 
Coca leaf chewers test positive for the cocaine smoking marker anhydro-
ecgonine methyl ester (AEME). Therefore, the usefulness of this marker for 
the exclusion of coca paste smoking in addition to traditional consumption of 
coca leaves is questionable and should be further investigated.
4. Es difícil detectar los otros alcaloides de la hoja de coca como 
tropinona o tropococaína por su baja concentración en las hojas de coca, 
de aumentar la sensibilidad en los métodos serían compuestos que po-




It was difficult to detect other alkaloids of the coca leaf such as tropinone 
or tropacocaine due to their low concentration in the coca leaves. If the sensi-
tivity can be further increased in the methods, they could be useful for the di-
fferentiation between legal and illegal use of the cocaine.
5. No se logró obtener la síntesis de higrina durante todo el desa-
rrollo de esta tesis. Por esta razón, no se pudo cuantificar la higrina y 
solo se pudieron dar concentraciones relativas. Sin embargo, la estruc-
tura de la higrina se demostró de manera inequívoca mediante el uso de 
LC-QTOF-MS y hojas de coca como fuente de este alcaloide. 
It was not possible to obtain the hygrine reference substance throughout 
the time of this study. For this reason, hygrine could not be quantified and 
only relative concentrations could be given. However, the structure of hygrine 
was unambiguously proved by use of LC-QTOF-MS and coca leaves as a 
source of this alkaloid.
6. No hallamos antecedentes en la bibliografía sobre el tema de 
nuestra tesis, como así tampoco de análisis previos de la higrina y/o 
cuscohigrina en matrices biológicas, ni existían los testigos comerciales 
de estos dos alcaloides, por lo que fue necesario hacer los desarrollos de 
las técnicas sin orientación.
 We did not find antecedents in the bibliography on the subject of our 
thesis, as well as previous analyzes of hygrine and / or cuscohygrine in human 
matrices, nor were there commercial sources of these two alkaloids, so it was 
necessary to carry out the developments of techniques without orientation.
7-3 PROPUESTAS (7-3 PROPOSALS)
1. Las técnicas empleadas, en especial las de extracción son un 
punto a ser mejoradas. Por ejemplo: 
a) El empleo de otro o mezclas de solventes de extracción más efi-
cientes para la orina.
 b) Mejorar las técnicas de toma de muestra con el uso de algún 
dispositivo para el fluido oral. 
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c) Mejorar el método de extracción por precipitación de proteínas 
en fluido oral, para obtener extractos más limpios y de menor efecto 
matriz en el caso del uso de los equipos de LCMSMS.
d) Desarrollar un método de extracción y medición para detectar en 
plasma a la higrina y cuscohigrina.
The techniques used, especially the extraction techniques, are a point to 
be improved. For example:
a) The use of a more efficient extraction solvent mixture for urine.
b) Improvement of the sampling techniques for oral fluid.
c) Improvement of the method of protein precipitation in oral fluid, to 
obtain cleaner extracts with less matrix effect for LC-MS/MS measurement.
d) Development of an extraction and measurement method for hygrine 
and cuscohygrine in plasma.
2. Profundizar los estudios de estabilidad de la higrina y cuscohi-
grina, medios de conservación y productos de degradación o metaboli-
zación en las distintas matrices. 
To deepen the studies about the stability of hygrine and cuscohygrine, 
about methods of conservation in the samples and about products of degrada-
tion or metabolization in the different matrices.
3. Desarrollar métodos de screening en orina o fluido oral específi-
cos para la higrina y cuscohigrina para rápidamente en un análisis in 
situ (control laboral o en rutas) se pueda poner de manifiesto un consu-
mo legal de hojas de coca en los países cuyo uso es admitido. 
Development of specific urine or oral fluid screening methods for hygrine 
and cuscohygrine so that an in-situ analysis (workplace or road site control) 
can quickly reveal a legal consumption of coca leaves in countries where the 
use is permitted.
4. Para poder asegurar que un mascador de hojas de coca o bebedor 
de té de coca no hace además uso de cocaína ilegal, es necesario hallar 
un marcador de consumo de cocaína, tal vez algún compuesto (by-pro-
ducts) que se origine durante la producción ilegal de cocaína.
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In order to ensure that a coca leaf chewer or coca tea drinker does not 
also use illegal cocaine, it is necessary to find a marker of cocaine consumption. 
This could be some compound (by-products) that originates from the illegal 
production of cocaine.
5. Seguir investigando sobre la presencia de la anhidro ecgonina 
metil éster (AEME) en los que usan hojas de coca, a efectos de poder 
hacer una clara diferencia con el fumador ilegal de pasta base o cocaína 
base, dado que el AEME es un marcador en este tipo de población. 
Further investigations about the presence of anhydroecgonine methyl es-
ter (AEME) in consumers of coca leaves, in order to be able to make a clear 
difference from illegal smokers of base paste or base cocaine, since AEME is 
a marker of cocaine smoking.
6. Estudiar los procesos de absorción, distribución, metabolismo y 
excreción de la higrina y cuscohigrina, siendo que sobre estos dos com-
puestos no se tienen datos sobre su farmacocinética. Esto incluye el 
desarrollo de un método con alta sensibilidad para estos dos analitos en 
plasma y una explicación de por qué la cuscohigrina no fue detectada en 
plasma en el estudio preliminar mostrado en el capítulo 6.7.
Study of the processes of absorption, distribution, metabolism and excre-
tion of hygrine and cuscohygrine, since there are no pharmacokinetic data of 
these two compounds until now. This includes the development of a method 
with high sensitivity for these analytes in plasma and an explanation for the 
missing detectability of cuscohygrine in plasma in the preliminary study of 
chapter 6.7.  
7. La higrina y cuscohigrina no parecerían compuestos que puedan 
ser considerados contaminantes externos del pelo, por lo que los resul-
tados positivos a estos dos alcaloides en esta matriz no darían lugar a 
inconvenientes en su interpretación, esta afirmación debe seguir siendo 
estudiada.
Further studies to exclude the occurrence of external contamination of hair 
of coca chewers by hygrine and cuscohygrine, in order to avoid any inconve-
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nience in the interpretation of positive results for these two alkaloids in this 
matrix.
Espero con esta tesis iniciar el camino de la solución a un problema 
que se hace cada vez más crítico para el ámbito judicial, laboral y del 
deporte, en aquellos países de Sudamérica donde la hoja de coca sigue 
formando parte nuestras vidas y nada tiene que ver con el fenómeno 
nocivo, placentero y complicado del consumo de cocaína en occidente. 
Además, que esta tesis sea presentada en el ámbito académico de Espa-
ña tal vez contribuya humildemente a aclarar el falso concepto que mu-
chas personas aún tienen, de equiparar el uso de la coca con el de la 
cocaína y no comprender las diferencias farmacológicas y culturales 
entre estas dos sustancias relacionadas pero únicas y buscar un camino 
para el no uso de la cocaína con fines recreativos que no sea tratando de 
prohibir el uso milenario de la planta de coca en la cultura andina. El 
aporte de estos dos marcadores higrina y cuscohigrina, ayudarán a dife-
renciar el uso ilegal de cocaína manufacturada con fines recreativos, sin 
perseguir el antiguo uso de la planta de coca.
With this thesis, I hope it was intended to start the path of solution to a 
problem that became increasingly critical in the fields of justice, working and 
sports in those countries in South America where the coca leaf continues to be 
part of our lives and has nothing to do with the harmful, intoxicating and com-
plicated phenomenon of cocaine use in the west. Furthermore, the fact that this 
thesis is presented in the academic sphere of Spain may perhaps humbly con-
tribute to clarifying the false concept that many people still have, of equating 
the use of coca with that of cocaine and not understanding the pharmacological 
and cultural differences between them. The contribution of these two markers, 
hygrine and cuscohygrine, will help to differentiate the illegal use of manufac-










Contribución del doctorando y coautores a los trabajos publicados 
    
En las publicaciones mencionadas previamente la actividad del doctorando 
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